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CARACTERIZACION DE GENES QUE RESPONDEN A
DEFICIT HIDRICO EN Phaseolus vulgaris L

RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA TESIS QUE PARA OBTENER ELL. GRADO DE
DOCTOR EN BIOTECNOLOGIA PRESENTA EL LIC. EN BIOLOGIA
JOSE MANUEL COLMENERO FLORES

A lo largo de todo este trabajo hemos descrito la caracterizacién de un
grupo de genes de P. vulgaris que responden a déficit hidrico. De ellos, tres
genes codifican para proteinas que son secretadas a la pared celular: dos
proteinas ricas en prolina (PvPRP-12 y PvPRP2-37) y una transferasa de
lipidos (PvLTP-24), cuyas funciones precisas en la adaptacién de los tejidos
vegetales a la deshidratacién no han sido atin establecidas. Sin embargo, los
conocimientos acumulados sobre la naturaleza de dichas protefnas y su
comportamiento durante el desarrollo de las plantas o su respuesta a factores
medioambientales nos ha permitido sugerir que participan en modificaciones
del 1la' pared celular encaminadas ‘a aumentar su resistencia mecédnica, su
resistencia frente a la penetracién de patégenos y su resistencia frente a la
pérdida de agua. En el caso de las PRPs, su papel adaptativo frente al déficit
hidrico estd mucho menos explorado que el de las LTPs, por lo que en el
laboratorio se ha continuado su caracterizacién en colaboracién con la Dra
Gladys Casaab, con quien se estd analizando las variaciones en cantidad y en
solubilidad de las PRPs durante el estrés. Otro foco de interés tradicional en el
laboratorio que ha redirigido nuestra atencién a las PRPs es su posible
participacion en el proceso ‘de transduccion de informacion celular a través de
los mecanismos de anexién entre la pared celular y la membrana plasmdtica.
se ha encontrado que una proteina de pared celular de P.
vulgaris caracterizada en el laboratorio, que se acumula en respuesta a déficit
hidrico y que promueve procesos de adhesién celular in vitro, cruza
antigénicamente con un anticuerpo que reconoce a la familia PRP2 de plantas. y
cuyo  representante en fnjol es el producto del gen PvPRP2-37.

Recientemente

Los otros genes, cuya expresién ha sido descrita en esta tesis, codifican
para proteinas que han sido implicadas en la estabilizacién de proteinas y
estructuras celulares durante el estrés. Se trata de la proteina de choque
térmico de bajo peso molecular (PvHSP17-19) y de las proteinas de
embriogénesis tardia (PvLEAIV-25 y PvLEA-18). Tampoco en estos casos se
conoce el modo de accién de las proteinas o las funciones que realizan para
aumentar la tolerancia de la célula vegetal a la deshidratacién. Para el caso de
las Imw-HSPs, la evidencia obtenida in-vitro e in-vivo sugieren que esta familia

de proteinas funciona en las células eucariotas como surfactantes y



estabilizadores de proteinas y que esta podria ser al menos una de sus
funciones adaptativas en condiciones de baja disponibilidad de agua. La mayor
parte de nuestro interés se ha enfocado en uno de los grupos de proteinas de
plantas que quizids ha sido mds citado en la bibliograffa, pero que, al mismo
tiempo sigue siendo el gran desconocido de la respuesta a estrés osmético en las
plantas: las proteinas LEA. Aparte de un miembro de una familia conocida de
LEAs, hemos descrito la expresién de de un gen que hemos podido clasificar
como componente de una nueva familia de genes lea de plantas: Pvlea-18.
Ademads de describir su respuesta al déficit hidrico, hemos encontrado que
juega un papel en tejidos vegetales de pldntulas no sometidas a estrés
medioambiental. La presencia en estos tejidos estdi relacionada con una alta
acumulacién de osmolitos, ya sea por su involucramiento en procesos de
expansién celular o en procesos metabélicos. La proteina se asegura su
presencia en dichos tejidos a través de la activaciéon del gen en la regién de
elongacion del hipocotilo y a través de un mecanismo de regulacién
postranscripcional que probablemente determina un incremento de su
estabilidad. Pensamos que esto estd relacionado con una interaccién estable de
PvLEA-18 con carbohidratos solubles, segin se deriva de resultados recientes
obtenidos en el laboratorio. Estamos intéresados en -completar esta
caracterizacién y en probar las propiedades protectoras in-vitro de PvLEA-18
sobre la estabilidad de enzimas en ambientes de baja disponibilidad de agua.

Finalmente hemos podido establecer que la acumulacién de proteinas
muy hidrofilicas ricas en glicinas en procesos de aclimatacién al estrés osmbtico
es un mecanismo adaptativo que ocurre en una diversidad de organismos muy
distanciados filogenéticamente, y a las proteinas que cumplen estas
propiedades las hemos llamado hidrofilinas. Por ahora desconocemos la funcién
de este tipo de proteinas, aunque pensamos que cumplen funciones variadas
relacionadas con la estabilizacién de proteinas y estructuras celulares asi ¢omo
con la proteccion de dcidos nucleicos. La identificacion de este tipo de proteinas
fuera de las plantas abre un campo de investigacién con muchos abordajes,
aunque nuestro principal interés se centra en demostrar que juegan un papel
adaptativo en ambientes con baja disponibilidad de agua y en aproximarnos a

sus funciones de manera mas precisa.
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CHARACTERIZATION OF GENES FROM Phaseolus vulgaris
THAT RESPOND TO WATER DEFICIT

ABSTRACT OF THE Ph.D. THESIS BY JOSE MANUEL COLMENERO FLORES

Six ¢cDNA clones from Phaseolus vulgaris, whose expression is induced
by water deficit and ABA treatments (rsP cDNAs) were identified and
characterized. The sequence analyses of the isolated clones suggest that they
encode two types of late-embryogenesis abundant (LEA) proteins, a class-1
cytoplasmic low molecular weight-heat shock protein (Imw-HSP), a lipid
transfer protein (LTP), and two different proline-rich proteins (PRP). One of
the putative LEA proteins identified corresponds to a novel 9.3 kD atypical LEA
protein. During the plant response to mild water deficit (Yw= -0.35 MPa) all
these genes present a maximum expression at around 16 or 24h of treatment,
after which it starts to decrease. Rehydration experiments revealed that those
genes encoding PRPs and LTP transiently re-induce or maintain their
expression when water is added to the soil after a dehydration period. This is
not the case for the lea genes whose transcripts rapidly decrease until they
reach their basal levels a few hours after rehydration (4h). Under water
deficit and ABA treatments, the highest levels of expression for most of the
genes occur in the root, except for the Iltp gene whose maximum expression
levels are found in the aerial regions of the plant. This indicates that for these
genes, both, water deficit and ABA dependent expression is under an organ
(root, stem and leaf) specific control. The data presented here support the
importance of these proteins during the plant response to water deficit.

We have also studied the expresion of these genes in the different
growing regions of the hypocotyl from well watered and water stressed ‘bean
seedlings. We determined that water deficit elicits transcript acumulation of
most genes (both Pvl/ea genes, Pviip-24 and both Pvprp genes) in the hypocotyl
region that verifies loss of turgor under stress conditions. Interestingly, the
Pvhspl7-19 gene responds to water deficit in a stronger manner in' the
dividing region of the hypocotyl, suggeting a different protective role of Imw-
HSP proteins compared to those that are specifically accumulated in those
tissues damaged as consequence of turgor loss. Aditionally, we also noticed the
participation of Pvi/ea-18 in the growing tissues of well watered seedlings.

Pvlea-18 is a novel stress gene that encodes for a polypeptide with
structural properties similar to those present in LEA proteins. The Pvlea-18
transcript is present in the dry embryo and the endosperm from Phaseolus
vulgaris seeds, and it is accumulated in vegetative tissues in response to water



deficit and ABA application [Colmenero-Flores et al, 1997]. In this work we
have purified antibodies against the product of this gene, expressed in E. coli,
and showed that it codifies for a protein with an apparent molecular mass of 14
kDa. These antibodies recognize related proteins in Arabidopsis thaliana as
well as in maize seeds indicating that PVLEA-18 is a member of a new family
of LEA proteins. The corresponding gene in Arabidopsis has been detected by
searching homologous sequences in the Arabisopsis genome sequence data
bank. Additionally, we show that the Pvlea-I8 gene encodes a true LEA
protein since its product starts to accumulate during late embryogenesis. The
characterization of the PvLEA-18 transcript and protein accumulation patterns
show that they not only accumulate in different organs of the bean seedlings
during water deficit treatment, but also in the growing region of hypocotyls
from well irrigated seedlings. The PvLEA-18 protein showed its highest
accumulation in the most apical regions, progresively decreasing towards the
basal mature region either in well-irrigated as in stressed plants. This
accumulation pattern correlates with the reduction in water and osmotic
potential values along the bean seedling hypocotyl. Immunohistochemical
localization experiments showed that PvLEA-18 is present in the nucleus and
cytoplasm of all the cell types from the hypocotyl growing regions, undergoing
a strong reduction in the cortex and pith from the hypocotyl mature zone. A
similar localization but in a higher abundance was found in the different
regions of water stressed seedlings. We propose that PvLEA-18 plays a
protective role in those tissues where water potential is developmentally or

ambientally driven to more negative values.

Finally, we have stablished the participation of highly hydrophilic
proteins during adaptation to water deficit of organisms different to plants.
These proteins are structurally similar to LEA proteins from plants, that are
accumulated in dry seeds and vegetative tissues subjected to water deficit
treatments. We have called hydrophilins to these type of proteins. :
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El estrés se define usualmente como aquel factor externo que ejerce
un efecto desventajoso en un sistema. En el caso de las plantas, se mide por sus
efectos en el crecimiento (acumulacién de biomasa) o en procesos primarios de
asimilacién, como la fijacién de CO2 o la captacién de minerales [Taiz, 1991, Cap.
14]. Las plantas en vida natural o aquéllas crecidas emn procesos agricolas estin
constantemente sometidas a miiltiples formas de estrés como la sequia, la
salinidad, la carencia de nutrientes minerales, las variaciones extremas de
temperatura y de pH, la presencia de metales pesados, etc, lo que limita
considerablemente su potencial de desarrollo. Segin Dudal (1976), tan sdélo el
10% de los terrenos de cultivo en todo el mundo no estin claramente afectados
por estos tipos de estrés abidtico. Se estima también que por estas causas los
cultivos en EEUU se desarrollan al 22% de su potencial genético [Boyer, 1982}. El
déficit. hidrico ©_estrés _osmdético ocurre en las plantas cuando la tasa de
transpiracién excede a la toma de agua. Esto no sélo sucede cuando hay poca
agua en el ambiente, sino también por las bajas temperaturas y por una
elevada salinidad del suelo. La tercera parte de la superficie terrestre se
considera como drida o semidrida y, del resto, una importante proporcién esta
sujeta a periodos estacionales de sequia. La falta de agua es pues el principal
limitante del crecimiento de las plantas en la tierra, siendo por tanto una fuerza
selectiva de primer orden para la evolucién y la distribucién de las especies
vegetales [Hanson y Hitz, 1982], asi como un determinante esencial de la
generacién de alimentos para consumo humano. La irrigacién es un recurso
muy limitado, cada vez mdas caro y que esta progresivamente contribuyendo a
la salinizacion de los suelos. El estudio de los efectos del déficit hidrico en las
plantas, la caracterizacién de los mecanismos de aclimatacién a dicho estrés y el
abordaje biotecnolégico de dicho problema son, por lo tanto, de maximo interés
para todos los paises, cualquiera que sea su nivel de desarrollo.

La diversidad de los genes que van a ser descritos en los resultados de
esta tesis cubren procesos celulares muy variados. Esto exige una exposicién
amplia de los efectos del déficit hidrico en las plantas y de las respuestas que
éstas desarrollan para aclimatarse a las condiciones de estrés.



1. EFECTO DEL DEFICIT HIDRICO EN LAS PLANTAS

Si tenemos en cuenta el aporte de agua requerido para el desarrollo
normal de una planta, se consideran hidréfitas a aquellas plantas adaptadas a
vivir total o parcialmente sumergidas en el agua (en general no toleran
potenciales hidricos mds negativos de -5 a -10 bares); meséfitas, aquéllas
adaptadas a un aporte moderado de agua (en general no toleran potenciales
hidricos mds negativos de -20 bares); y xeréfitas., aquéllas que estian adaptadas
a ambientes dridos (en general no toleran potenciales hidricos mads negativos de
-40 bares) [Levitt, Cap.4]. Las plantas de interés agricola pertenecen al grupo de
las mesdéfitas, por lo que requieren de un régimen constante de irrigacién. Los
valores de deshidratacién que voy a definir estidn cuantificados en base a los
efectos que producen en plantas mesofitas. Levitt define como deshidratacidén
cldstica © reversible a aquélla que se verifica en un margen de deshidratacion
suave o moderado (entre O y -5 a -15 bares segiin la especie), y ocurre
cotidianamente en las plantas por el efecto de la evapotranspiracién diurna,
incluso durante periodos de aporte regular de agua. Este grado de
“deshidratacién no produce la desaparicion del turgor en las células vegetales y,
en términos generales, se considera que no afecta a la produccién agricola a
pesar de disminuir el potencial hidrico de las hojas de las plantas a wvalores muy
negativos (hasta -13 a - 30 bares en diversas especies agricolas) [Levitt, 1980,
cap. 3]. Cuando la deshidratacién es mds severa y comienza a producir pérdida
total del turgor (flacidez) en las células vegetales, se denomina deshjdratacién
plistica. Produce muchas perturbaciones en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, afectando drdsticamente la produccién agricola.

Sin embargo, investigaciones mids recientes han demostrado que
valores muy bajos de deshidratacién (entre -1 y -10 bares) tienen efectos
pronunciados en las plantas y promueven respuestas a diversos niveles. Los
primeros efectos de la falta de agua en las plantas son la inhibicién temporal
del crecimiento y el cierre de los estomas. Si la deshidratacién perdura,
comienza a afectar a las estructuras y macromoléculas celulares, con los
consecuentes efectos en el metabolismo celular. Sin embargo, ain antes de que
ésto ocurra, los procesos de asimilacién de carbono y produccién de energia se
han visto muy perturbados por el efecto del cierre de los estomas sobre el
intercambio de gases, movilidad del agua en la planta y captaciéon de nutrientes
del suelo. Los daiios causados por el déficit hidrico estan muchas veces
intimamente asociados a los mecanismos de respuesta o de resistencia dirigidos
a sobrellevar la condicién de estrés, siendo en algunos casos muy dificil o
imposible distinguir entre causa y consecuencia del estrés.



Inhibicién del crecimiento

El proceso mds sensible al déficit hidrico en las plantas es la inhibicién
del crecimiento de sus O6rganos aéreos (hojas y tallo). El agua viaja desde las
zonas donde su potencial hidrico es mayor (menos negativo) hacia las zonas
donde éste es menor (mas negativo). El potencial hidrico se define segin la
ecuacioén:

¥Yw=P-=

donde ““Ww™ es el potencial hfdrico; “P” es la presion de turgor o la fuerza
hidrostitica ejercida en el interior de la célula vegetal contra la pared celular y
es de signo (+); y ® es la presion osmdtica, que es una medida de Ila
concentraciéon de los solutos. La interacciéon del agua con los solutos disueltos en
ésta tiene un efecto negativo sobre el Ww ya que disminuye la cantidad de agua
libre disponible en el sistema, por lo que se resta en la ecuaciéon. La reduccién
en el valor del W w causado por la interaccién del agua con los materiales
insolubles y las paredes define al potencial mdtrico, que no aparece en la
" ecuacién por haberse comprobado empiricamente que su contribucién al valor
del W w es despreciable [Taiz, 1991, Cap. 3]. El turgor es, segin la ecuacién,
directamente proporcional al potencial hidrico. Las hojas son los d6rganos de las
plantas que verifican los potenciales hidricos mas negativos porque en dicho
6rgano el agua se estd perdiendo continuamente por evapotranspiracién. Esto
permite que el agua se movilice eficientemente desde la raiz hasta las hojas,
pero también hace que valores ligeros de déficit hidrico comiencen a tener
repercusiones en el turgor de las células foliares. La elongacién celular consiste
bidsicamente en un llenado de agua de la célula vegetal. En las hojas, la elevada
tasa de pérdida de agua hace que el valor del turgor pueda estar
frecuentemente en el limite del valor requerido para ejercer una fuerza que
permita desarrollar la elongacién celular. La expansién celular se describe a
través de la ecuacion:

TC=m (P -Y)

donde “TC” es la tasa de crecimiento; “P” es la presion de turgor “Y" es el
umbral de rendimiento, o la presion bajo la que la pared celular resiste una
deformacién plastica o irreversible; *“P-Y” define que la fuerza de turgor sea
suficiente (P > Y) o insuficiente (P < Y) para desarrollar expansién celular; “m”
define la extensibilidad de la pared celular, o la respuesta de la pared a la
presiéon [Taiz, 1991, Cap. 14]. Esta ecuacién establece la relacién lineal existente
entre el turgor y el crecimiento. Como veremos maids adelante, se ha comprobado



en numerosas ocasiones que valores de deshidratacién que no producen
pérdidas de turgor en las células de o6rganos aéreos, también producen
inhibicién del crecimiento (por ejemplo en los hipocotilos de pliantulas que ain
no han desarrollado hojas). Esto es parte de la respuesta de la pldntula, que
disminuye la extensibilidad de la pared (m) al inhibir la acidificacién de 1la
pared celular, y aumenta (Y) al modificar su composicién [Taiz, 1991, Cap. 14].
La inhibicién del crecimiento puede resultar de pérdidas desde -1 a -3 bares en
‘el potencial hidrico, aunque las plantas pueden mantener o recuperar el
crecimiento a potenciales hidricos mucho mds negativos si ajustan
adecuadamente el valor del potencial osmético (fuerza ejercida por la
acumulaciéon de los solutos disueltos en el agua). La divisién celular supone la
duplicaciéon del volumen de la célula, mientras que la elongacién celular
requiere de un aumento de varias o muchas veces el volumen original. Esto
supone que la elongacién es un proceso mucho mas sensible que la division a la
falta de agua. Por lo tanto, la inhibicién del crecimiento viene dada
principalmente por la inhibicién de la elongacién celular.

Cierre de los estomas

Otro proceso sensible al déficit hidrico, aunque no tanto como la
inhibicion del crecimiento, es el cierre de los estomas. Los estomas son grupos
de células especializadas de la epidermis de las hojas que regulan el
intercambio de gases de dichos 6rganos con la atmdésfera, incluido el vapor de
agua. Es la principal via de pérdida de agua en la planta, misma que, como
dijimos, promueve el movimiento del agua (savia) desde la raiz. Pero en
condiciones de déficit hidrico el cierre de estomas se hace necesario para
disminuir la pérdida de agua. Esto va a determinar una disminucién inmediata
en la captura de CO2 atmosférico y, por lo tanto, de la fijacion de carbono y
energia a través de la fotosintesis. Otro efecto de la disminucién de la
evapotranspiracion es la reduccién del enfriamiento evaporativo en las hojas.
Esto hace que pueda aumentar la temperatura de 1la hoja varios grados
centigrados respecto a una situaciéon de transpiracién normal, pudiendo generar
dafios asociados a estrés calérico [Taiz, 1991, Cap. 14]. El cierre de los estomas
aumenta mucho la resistencia al flujo de agua (savia) en las plantas por las
razones que ya hemos mencionado. Pero ademds existen otros factores
adicionales que afectan a este proceso y a la captura de nutrientes del suelo: 1)
la contraccién de las raices por colapsamiento de sus células supone la
separacién de dicho érgano de las particulas del suelo que retienen agua; 2) la
suberizacién e impermeabilizaciéon del cortex externo de la raiz disminuye la
captacién de agua del suelo; y 3) la cavitaciéon o rotura de la columna de agua

ascendente [Taiz, 1991, Cap. 14].



Efectos a nivel metabédlico
) A pesar de que los procesos fotosintéticos no son particularmente
sensibles a valores moderados de deshidratacién, se produce una caida drastica
de la fotosintesis como consecuencia del cierre de los estomas, al frenarse la
captura de CO2 atmosférico. Cuando la deshidratacién comienza a ser severa se

aumenta la sensibilidad del proceso de acople fosforilativo por Mg2+ [Taiz,
1991, cap. 14], lo que disminuye la actividad de la enzima ribulosa difosfato
carboxilasa/oxigenasa (rubisco) [Levitt, 1980, Cap. 3]. El cierre de los estomas
también disminuye la difusién de O2 y limita la respiracién durante el déficit
hidrico, aunque menos dristicamente de lo que se afecta la fotosintesis. En
algunas especies, sin embargo, se ha reportado un aumento de la tasa
respiratoria cuando 1la deshidrataciéon es moderada, aunque siempre se
disminuye cuando la deshidratacién es muy severa [Leviu, 1980, Cap. 3]. La
"desnaturalizacién de muchas proteinas y el cambio de actividades enzimaiticas
como consecuencia de una deshidratacion severa (ver mads adelante) van a
perturbar en mayor o menor medida miiltiples procesos metabdlicos.

Efectos a mnivel celular y subcelular

Los daifios en las estructuras celulares y en la integridad de sus
macromoléculas comienzan a ocurrir con grados de deshidratacién que
producen pérdida en el turgor de las células vegetales. En el medio extracelular,
las ‘caAmaras de aire existentes en los vértices de las células turgentes se
colapsan y se expulsan los gases que contenian, empeorando aiun mas el
intercambio de gases con las células. Intracelularmente se produce un
colapsamiento del citoplasma y una separaciéon de la membrana respecto de la
pared celular [Levitt, 1980, Cap. 3]. Se han reportado diversos efectos de la
deshidrataciéon sobre la ultraestructura de diversos tipos de células vegetales
en diferentes especies: condensacién de la cromatina; fragmentacién de la
vacuola y ruptura del tonoplasto; desorganizacién del cloroplasto, desaparicién
de sus ribosomas e hinchamiento de los tilacoides; disminucién del reticulo
endopldsmico rugoso y pérdida de sus ribosomas; dispersién de ribosomas
citopldsmicos y despolimerizacion de microtiibulos [Levitt, 1980, Cap. 3].

Integridad de las biomoléculas

La falta de disponibilidad de agua comienza a afectar también la
estructura funcional de las membranas biolégicas y de las proteinas. La
interaccion del agua con los fosfolipidos determina la organizacidén y estabilidad
de 1las bicapas lipidicas, que componen a las membranas biolégicas. La



interaccién de las moléculas de agua con los fosfolipidos determina que se dé
una separacién critica entre sus cabezas polares, lo que confiere fluidez a las
membranas. La deshidratacién produce fenémenos como la fusién y 1la
dispersién lateral de fosfolfpidos, la formacién de parches de gelificacién y la
pérdida de organizacién de la bicapa. Todo ésto da lugar a una desorganizacién
de la estructura de la membrana en puntos donde se produce la pérdida de
fluido protopldsmico [{Crowe, 1987]. Estos dafios en la membrana plasmitica
también afecta a la organizacién de las proteinas presentes en ella, lo que
perturba su permeabilidad selectiva. Todos estos daifios producen la pérdida de
iones y solutos intracelulares, afectindose la polaridad de la membrana y el
mantenimiento de miiltiples gradientes importantes para el funcionamiento
celutar. En el caso de las proteinas, su estructura primaria (secuencia de
aminodcidos) determina su plegamiento adecuado, o funcional, cuando estdn
siendo sintetizadas en un ambiente acuoso. La pérdida de agua severa en un
sistema conduce a la desnaturalizacién o pérdida de la estructura funcional de
muchas proteinas. Ademads, el aumento en la concentracién de diversos solutos
celulares (principalmente sales) y su eventual precipitacién, genera gran
toxicidad para muchas proteinas, principalmente enzimas. También se verifica
una pérdida de 4cidos nucleicos por varias razones: degradacién, por un
aumento en la actividad de las las enzimas hidroliticas del ARN; disminucién del
contenido en polirribosomas, 1o que incrementa la degradabilidad de los ARN-
mensajeros; y disminucién de su sintesis [Levitt, 1980, Cap. 3]. La Figura 1
muestra un resumen de las perturbaciones derivadas de la deshidratacién en
las plantas.
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Danos secundarios

Los daifios primarios generados por la deshidratacién en una planta,
descritos anteriormente, pueden dar lugar a la aparicién de nuevos tipos de
estrés que no la afectaban en condiciones de adecuada disponibilidad de agua.
Por ejemplo, la pérdida de la evapotranspiraciéon disminuye mucho la disipacién
de energia en las hojas y produce un aumento de su temperatura, lo que facilita
la generacién de un choque térmico en la planta, con los consecuentes dafios
propios de este tipo de estrés. Un fenémeno siempre asociado al déficit hidrico
es el aumento de la fotorrespiracién. Cuando disminuye la disponibilidad de CO2
se reduce el O2, generindose especies reactivas de O2 y dafio oxidativo. Por otra
parte, los organismos fitopatégenos pueden infectar con mas facilidad a plantas
estresadas por falta de agua, ya que la pérdida o disminucién de muchas
funciones celulares afecta a la capacidad de defensa de las plantas. La
protecciéon contra los estreses secundarios es tan importante para la planta
como la protecciéon contra la propia deshidrataciéon. Prueba de ésto es que
muchos de los genes directamente inducidos por déficit hidrico estdn
relacionados con proteccién frente a otros estreses, como es el caso de genes
que codifican para enzimas antioxidantes y proteinas antipatogénicas (ver
seccién IV de esta tesis).



IL RESISTENCIA A LA SEQUiA

Los mecanismos de resistencia a la sequia [Taiz, 19 Cap. 14] se pueden

clasificar como:
- Escape a la desecacién que consiste en completar el ciclo de vida

en la estacion himeda. Esta estrategia se caracterizada por un rdpido desarrollo
fenolégico de la planta tras la incidencia de lluvias y por la capacidad de alargar
su estado de desarrollo reproductivo en tanto sean favorables las condiciones
de humedad del suelo. Muchas plantas anuales que viven en regiones
desérticas emplean este mecanismo [Turner, 1986].

- Prevencion de 1la desecacién, que consiste en mantener la
hidratacién de sus tejidos. Para ello se han descrito dos posibles estrategias

[Levitt, 1980 Cap. 4]:

a) Plantas_ahorradoras de agua. que conservan el agua en sus tejidos a
base de limitar al mdximo la evapotranspiracion. Es el caso de las plantas
suculentas, como el agave, que continuamente reutiliza la alta cantidad de agua
almacenada en sus tejidos. Algunos de los mecanismos que usan estas plantas
para ahorrar agua son:
el cerrado de los estomas en condiciones de baja humedad
el establecimiento de barreras contra la transpiracién cuticular
la disminucién de la superficie de transpiracién
las adaptaciones de impermeabilizacién en las raices

- la presencia de tejidos almacenadores de agua

- la generacién de agua metabdlica

el uso del metabolismo CAM. :

b) Plantas derrochadoras de_ agua, que compensan la alta cantidad de
agua que pierden mediante una rdpida y eficiente absorcién de agua en las
raices, como el 4drbol del mesquite, que desarrolla raices extremadamente largas
que profundizan hasta encontrar mantos acuiferos.

- Tolerancia a la desecacién que consiste en
reestablecer total o parcialmente el desarrollo en condiciones de déficit hidrico.
Estas plantas desarrollan mecanismos que contrarrestan los efectos de la
deshidratacion:

- ajuste osmdtico
* mantenimiento del turgor y del crecimiento celular

* estabilizacién de macromoléculas
- compartimentalizacién de iones
cambios de las propiedades fisicas de la pared celular
- sintesis de proteinas protectoras de la maquinaria celular
sintesis de enzimas y metabolitos antioxidantes

- ajustes fisiolégicos
* apertura de estomas a bajos potenciales hidricos

la capacidad de




* desacople de la fotosintesis frente a la transpiracioén.

Los diversos mecanismos de resistencia a la desecacién no son
excluyentes entre si. Por el contrario, en una especie vegetal se emplean
generalmente una diversidad de estos mecanismos. Todas las plantas cuentan
con mecanismos de tolerancia a la desecacién, aunque lo desarrollen a
diferentes grados. Es importante destacar que casi todas las plantas desarrollan
una enorme capacidad de tolerancia a la desecacién durante parte de su ciclo de
vida, que corresponde al estado de semilla seca, donde el grado de
deshidratacién de los tejidos ronda el 95%. Las respuestas de los tejidos
vegetales al estrés es compleja, dependiendo dentro de un mismo organismo de
las propiedades fisiolégicas de las células que los componen y de las
caracteristicas anatémicas que regulan la transmisién del efecto del déficit
hidrico hacia las células (Katterman, 1990, Cap. 4). Como se mostrard mas
adelante en esta tesis, el propio estado de desarrollo del tejido es también un
factor esencial en la determinacién de la respuesta al déficit hidrico (ver Cap. 2

de esta tesis).

1. Mecanismos que previenen Ila desecacién

1.1. Inhibicién del crecimiento de la parte aérea y potenciamiento del
Py je | ;

Es una respuesta muy sensible al estrés. L.a relacion de crecimiento
entre la parte aérea y la rafiz se ve profundamente afectada por Ila
disponibilidad de agua: la raiz continda su desarrollo mientras que la parte
aérea deja de crecer por causa del estrés. El crecimiento de la parte aérea estia
principalmente limitado por la cantidad de agua capaz de ser absorbida por la
raiz, mientras que el crecimiento de la raiz depende de los fotosintatos
aportados por la parte aérea. Como ya se ha descrito, cuando empieza a faltar
agua se detiene la expansion de las células de la parte aérea, mientras que la
fotosintesis se ve mucho menos perturbada y permite mantener el crecimiento
de la raiz [Taiz, 1991, Cap. 14]. Pero esta regulacién diferencial del crecimiento
no sélo es consecuencia de los efectos fisiolégicos del estrés, sino que también
esti controlada por la planta a través de la disminucion de los compuestos que
promueven el crecimiento y el aumento de los compuestos que lo retardan. El
compuesto mejor caracterizado es la fitohormona dcido abscisico (ABA) [Levitt,
1980, Cap. 3]. El ABA esta implicado en el proceso de la dormancia de yemas en
la estacién fria, participa en la induccion de Ila

especies lefiosas durante
crecimiento inducible por

dormancia de las semillas maduras e inhibe el
auxinas mediante el bloqueo de la secrecién de H* hacia la pared celular [Taiz,
1991, Cap.19]. Ademads, la fitohormona ABA media respuestas relacionadas con



proteccion  frente al estrés osmético provocado por diversas perturbaciones
medioambientales (desecacién, salinidad y frio), como el cierre de estomas, la
reducciéon del nimero de estomas por hoja, la disminucién del tamaifio celular,
el aumento de la produccion de tricomas, la acumulacién de prolina libre
(Levitt, 1980, Cap. 3) y la induccién de un grupo particular de genes. Ademas,
la aplicacién exdgena de ABA inhibe en muchas plantas el crecimiento de su
regiéon aérea sin afectar al desarrollo de la raiz. Respecto al efecto del déficit
hidrico sobre las hormonas promotoras del crecimiento, se ha reportado
disminuciéon del contenido de citoquininas (CK) y de &acido giberélico (GA) y una
disminucién del transporte basipétalo de auxinas (IAA) (Levitt, 1980, Cap. 3).
La disminucién en el crecimiento de dreas de transpiracién y el aumento en el
desarrollo de raices capaces de buscar agua en zonas mids profundas del suelo
tienen una ventaja evidente en la adaptacion de las plantas al déficit hidrico.

1.2. Cjerre de estomas

Los estomas son los responsables de la mayor proporcién de pérdida
de agua en las plantas. Es, por lo tanto, muy importante detener dicha pérdida
en condiciones de estrés hidrico. El proceso de cerrado de los estomas cuando el
mesofilo comienza a sufrir deshidrataciéon estd regulado por la hormona ABA,
cuya sintesis aumenta bajo diversas situaciones de estrés. Ademds, el ABA, que
estd compartimentalizado en los cloroplastos de las células del mesofilo, es
liberado al apoplasto, llegando a las células guarda a través de la corriente de
transpiracién. Esta fitohormona produce en las células guarda una pérdida de

iones K%t (calculada en 4-8 veces de disminucién, desde 400-800 mM hasta 100

mM), y de aniones Cl- y/o malato2-, lo que provoca una salida de agua del
citoplasma de dichas células, dando lugar al cerrado del estoma [Taiz, 1991, Cap.
6].

. Disminucién_del _drea foliar

Es una respuesta rapida adoptada por muchas plantas cuando se
enfrentan al déficit hidrico. Se verifica de diversas formas: 1) la rapida
inhibicién del crecimiento foliar que ya hemos descrito; 2) el enrollamiento o
plegamiento de las estructuras foliares para disminuir asi el drea de exposicién
al ambiente; y 3) la disminuicién del idrea de transpiracién mediante la
estimulacién de la abscisiéon foliar o caida de la hoja. La abscisién foliar se
verifica tipicamente en muchas plantas desérticas de hoja caduca y es un
proceso controlado por la sintesis de etileno [Taiz, 1991, Cap. 14].

1.4. Eficientizacién del uso del agua
Consiste en un miximo aprovechamiento del agua a través de limitar
al mdaximo su pérdida sin afectar drdsticamente al metabolismo. Como hemos



visto, la forma mds eficiente de ahorrar agua es la de mantener los estomas
cerrados {[Levitt, 1980, Cap. 3)]. Las plantas suculentas, adaptadas a vivir en
climas dridos, han desarrollado una estrategia para mantener cerrados los
estomas durante el dia y abiertos durante la noche sin afectar a su capacidad
fotosintética. Se wrata del metabolismo del dcido crasuliceo (metabolismo CAM),
que consiste en una separacion temporal de la fijacion del CO2 respecto a las
reacciones luminosas de la fotosintesis. El CO2 atmosférico se acumula durante
la noche, cuando la mayor humedad del ambiente permite tener los estomas
abiertos [Taiz, 1991, Cap. 9). El CO2 se asimila como &dcido midlico y se almacena
en la vacuola durante la noche (Fig. 2).

ALMIDON
n CITOPLASMA
n
TRIOSA -FOSFATO _ VACUOLA
n O3 NADH
PEPJCARBOXILASA
FOSFOENOL- |
PIRUVATO & OXALOACETATO MALATO ‘:ﬂggo
NAD+
Pi o

Fig. 2: Fotosintesis CAM, reacciones nocturnas

Con la llegada del dia se cierran los estomas, lo que detiene la
asimilacién de CO2 y previene la pérdida de agua. Se metaboliza el dcido miilico,
produciéndose CO2 que, con el ATP y el poder reductor generados en las
reacciones luminosas de la fotosintesis, va a ser reducido a carbohidratos en el
ciclo de Calvin o ciclo C3-PCR (Fig. 3). Ademads, la alta concentracién de CO2
generada en el citoplasma celular reduce la fotorrespiracién drdsticamente vy,
como consecuencia, el daio oxidativo.




CICLO C3-PCR

CITOPLASMA CO2 vacuoLAa

ALMIDON -w- < FOSFOENOL- ACIDO MALICO

PIRUVATO gnzZIMA MALATO
MALICO/NADP

Fig. 3: Fotosintesis CAM, reacciones diurnas

Algunas especies suculentas desarrollan el metablismo CAM sélo en condiciones
de estrés hidrico o salino, como es el caso de Mesembryanthemum crystallinum
o planta del hielo. Las hierbas tropicales y algunas dicotiledéneas también
desarrollan un metabolismo que eficientiza el uso del agua ‘comparado con las
plantas C3. Se trata del metabolismo C4, y su estrategia consiste en una
separacion fisica entre el proceso de asimilaciéon de CO2, que se produce en
células del meséfilo, y la reduccién de éste a carbohidratos en otro tipo celular
especializado (parénquima en empalizada) donde se acumula el CO2. En este
metabolismo también se reduce drasticamente la fotorrespiracion comparado
con el metabolismo C3.
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DA 2

Fig. 4: Fotosintesis Ca4

Para fijar 1g de CO2, las plantas C3 requieren de 400-500 g de agua, las plantas
C4 requieren de 250-300 g de agua y las CAM sélo 50-100 g de agua.



1.5. Estimulacién del desarrollo cuticular
La cuticula es una capa de compuestos hidrofébicos (principalmente

ceras) que sirve de aislante frente a la pérdida de humedad. Durante el déficit
hidrico se desarrolla una cuticula mas gruesa que reduce la pérdida de agua por
transpiracién a través de la epidermis. La transpiracién cuticular supone el S-
10% de la pérdida total de agua, por lo que adquiere significancia sSlo cuando el
estrés es muy severo o la cuticula estd daiiada [Taiz, 1991, Cap. 14].

2. Mecanismos de tolerancia a 1la deshidratacion

2.1. Ajuste osmdtico

Es uno de los mecanismos de aclimatacién que de forma mas
importante contribuye a la adquisicién de tolerancia a la deshidratacion.
Consiste en una disminucién del potencial hidrico de los tejidos vegetales no
acompaiiada de una disminucién en el turgor. Se consigue aumentando Ila
concentracion intracelular de solutos intracelulares. Si recordamos la ecuacion,

WYw=P-n1n

aumentando el valor del potencial osmético (i), disminuimos el valor del

potencial hidrico (‘W¥w). Un suelo deficiente en agua posee un potencial matrico
muy negativo, lo que significa que el agua que adn le queda estdi muy

establemente asociada a las particulas que lo componen, haciendo que sea muy
Las plantas que se ajustan osmdticamente disminuyen

dificil extraerle el agua.
Los valores

su potencial hidrico, aumentando la fuerza de captacion de agua.
tipicos de aumento de T oscilan entre 2 y 8 bares, pudiendo ser mucho mayores

en plantas adaptadas a ambientes aridos. Dado que la acumulacién de solutos se
las células obtienen agua del medio extracelular sin

produce intracelularmente,
turgor (P). El ajuste osmédético permite

llegar a experimentar una pérdida de
incluso una recuperacion del crecimiento de los organos aéreos cuando el déficit

hidrico ain persiste [Meyer and Boyer,1981; Creelman, 1990]). La raiz también
se ajusta osmdticamente, aunque menos que las hojas. Sin embargo, la punta de
la raiz sufre un ajuste osmdtico miis severo, probablemente para garantizar la
promocién del desarrollo radicular durante el estrés hidrico [Creelman et al.,
1990]. El ajuste osmotico se ejerce en las plantas a través de la biosintesis de
osmolitos orgadnicos de bajo peso molecular y por la acumulacién de iones,
fundamentalmente K+*. Por lo general las enzimas son sensibles a las altas
concentraciones de iones, como el Na+, por lo que la acumulacién de iones
durante el ajuste osmoético ocurre principalmente en la vacuola (por ejemplo,
1M de Na+*+ en la halofita M. crystallinum), mientras que en el citoplasma se
acumulan solutos que no afectan negativamente la funcionalidad de



macromoléculas celulares. Estos solutos son moléculas orgdnicas de bajo peso
molecular (osmolitos) como polioles (aziicares), metilaminas, aminodcidos libres
y derivados de aminodcidos, como describimos en la Tabla 1.

Tabla 1: osmolitos compatibles que acumulan las pltantas

AZUCARES AMINOACIDOS DERIVADOS DE AMINOACIDOS METILAMINAS
Glucosa Prolina Compuyestos de aminas cuaternarias Betalna

Fructosa Colina-O-sulfato

Sacarosa B-alanina-betaina

Trehalosa Glicin-betaina

Pinitol Prolin-betaina

Manitot Hidroxi-prolin-betaina

Fructanos

i rcigri
Dimetilsulfonio-propionato (DMSP)

No sdélo las plantas, sino también las bacterias, los hongos y los
animales han convergido en la selecciéon de ciertos osmolitos que poseen la
propiedad de no alterar la estructura y funcién de las macromoléculas cuando
se acumulan a altas concentraciones. Por esta razén se llaman osmolitos
compatibles. Se propone que los osmolitos compatibles no interaccionan con
substratos ni cofactores enzimdticos, ni afectan negativamente a las
interacciones entre las macromoléculas y el solvente [Yancey et al., 1982}]. La
acumulacién de osmolitos compatibles tiene otra consecuencia de primera
importancia para la adquisicién de tolerancia a la desecacion: SMOpre ién.
Se trata de la capacidad estabilizadora de estos solutos sobre macromoléculas
como las proteinas y los sistemas de membrana celulares. Por ejemplo, los
disacaridos sacarosa, maltosa y trehalosa estabilizan in-vitro la actividad de la
enzima fosfofructoquinasa [Carpenter et al.,1987] y la organizacién funcional de
los sistemas de membrana [Crowe, 1987]. La naturaleza fisico-quimica de estos
fenémenos no es bien conocida, y serd un tema de anadlisis en el capitulo 4 de
esta tesis. También se ha demostrado in-vitro que algunos aziicares solubles,
como los que algunas plantas usan para ajustarse osmdticamente, son capaces
de amortiguar radicales libres, protegiendo la estabilidad de enzimas [Smirnoff,
1989]. Se ha demostrado in-vivo que la acumulacién de manitol en cloroplastos
de tabaco transgénico disminuye la concentraciéon de radicales OH-en dicho
organelo. La planta transgénica mejora su capacidad fotosintética y aumenta su
resistencia a estrés oxidativo [Richard et al., 1997]. Por iltimo, los osmolitos
podrian e¢liminar iones téxicos. Por ejemplo, el osmolito colina-O-sulfato, que
contiene un grupo sulfato, podria detoxificar dicho i6n al incorporarlo a la
molécula organica, que se acumula a altas concentraciones durante el estrés



(Hanson et al., 1994).

Se propone que ciertos osmolitos protegen mejor que otros frente a un
determinado tipo de estrés. Esto puede ser una de las razones de la diversidad
de osmolitos que hay en la naturaleza: la pB-alanina-betaina se acumula
preferentemente en especies que crecen en suelos salinos y las prolinas-
betainas en plantas que viven en ambientes aridos (Hanson et al.,, 1994). Un
ejemplo claro seria el ya citado de la colina-O-sulfato, cuya acumulacién
favorece a plantas que viven en suelos ricos en sales de sulfato. Este postulado
se refuerza por el hecho de que existe especificidad entre la naturaleza de los
osmolitos y la proteccion frente a ciertos agentes estresantes. Por ejemplo, el
sorbitol, el manitol, el mio-inositol y la prolina son efectivos amortiguadores de
radicales libres, pero la glicin-betaina es completamente inefectiva [Smirnoff y
Cumbes, 1989]. Sin embargo, el fenotipo de hipersensibilidad a NaCl en una
mutante de S. awreus es ilnicamente rescatado con glicin-betaina y no con otros
osmoprotectores como la prolina [Vijaranakul et al., 1997]. Es probable ademais
que el tipo de osmolito acumulado dependa del tipo de metabolismo de Ila
especie vegetal en cuestion.

2.2 Homeostasis y _compartimentalizaciéon de iones

El estrés hidrico perturba la homeostasis idnica. En condiciones
normales las células vegetales contienen 100-200 mM de K+ y ImM de Na+
[Taiz, 1991, Cap. 14]. El balance idnico en las células es crucial para su correcto
funcionamiento ya que afecta procesos como el mantenimiento del potencial de
la membrana plasmiitica, la generacién de energia metabdlica, el transporte de
compuestos a través de las membranas y el funcionamiento de enzimas vy
proteinas sensibles a ciertos iones. La pérdida de los balances iénicos en células
estresadas da lugar a un aumento en la concentracién intracelular de Na+,
catién altamente téxico para muchas enzimas. Diversos estudios fisiolégicos han
establecido que las plantas que se estin aclimatando a condiciones de
deshidrataciéon y salinidad promueven la excrecién de Nat de la raiz y la
compartimentalizacion del mismo catién en las vacuolas de las células de la
hoja. En la planta del hielo, adaptada a vivir en ambientes muy salinos, el Na+
se acumula a una concentracién de 1M en las vacuolas de las células de las
glandulas salinas, mientras que el D-pinitol, osmolito compatible compensador,
se acumula en el citoplasma [Bohnert et al., 1995].



III. GENES INDUCIDOS POR DEFICIT HIDRICO: CARACTERIZACION DE
SUS PRODUCTOS Y DE LOS PROCESOS IMPLICADOS

La biologia molecular ha resultado en un vigoroso empuje al
conocimiento de los procesos celulares implicados en la adquisicién de
tolerancia al déficit hidrico en las plantas. La caracterizacion de las proteinas
codificadas por genes que responden a déficit hidrico ha servido para mejorar
los conocimientos de algunos de los mecanismos de resistencia descritos en la
seccién anterior y para descubrir nuevos procesos desarrollados por las células
vegetales durante la adquisicion de tolerancia a la deshidrataciéon. Los modelos
de estudio que han servido para la caracterizaciéon de genes son muy variados.
Una estrategia usada en diversos laboratorios es el uso de sistemas tolerantes a
Ia desecacién, como las semillas de plantas superiores o las especies vegetales
de resurreccién. Las semillas son un buen modelo porque toleran el 90% de
deshidratacién o atin mas sin que se afecte la viabilidad del embrién. Las
plantas de resurreccion pueden perder el 989% del agua de sus tejidos y
recuperar sus funciones normales a las pocas horas de ser rehidratadas. Sin
embargo, muchos laboratorios optan por usar plantas mesdfitas (sensibles al
déficit hidrico) porque es el grupo al que pertenecen las plantas de interés
agricola y porque poseen el potencial genético para tolerar la deshidratacion
(cuando son semillas). De hecho, los mismos tipos de mecanismos de tolerancia
a sequia operan en las plantas de resurrecciéon y en las plantas mesdéfitas,
aunque éstas los desarrollan a un grado mucho menor. A continuacion se van a
explicar estos mecanismos a través de la descripciéon de los genes involucrados
en su desarrollo. En la Fig. 5 se muestra un esquema donde se resume el grupo
de mecanismos celulares de adquisicién de tolerancia a la deshidratacion.

1. Compartimentalizaciéon de iones

la seccién anterior destacamos cémo la extrusion de Nat o su

En
compartimentalizacién en la vacuola es una respuesta importante en las plantas
estresadas. Hasta la fecha no se ha purificado en plantas superiores ningin
antiportador Na+/ H+. En levadura se ha aislado un gen que codifica para un

mediante el rescate de transformantes

antiportador Na+/ H+
La sobreexpresiéon de dicho gen,
1992). En plantas haléfitas (A.
incremento en la traslocacién de H+* en

sod2, aumenta la tolerancia
nummularia) y
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respuesta a tratamiento con NaCl, asf como la induccidén transcripcional del gen
que codifica para la ATPasa de H* de la membrana plasmitica en la planta
haléfita (Niu et al.,, 1995). En otra hal6fita, M. crystallinum, la subunidad c de
una ATPasa de H+* se induce transcripcionalmente por NaCl [Tsiantis et al.,
1996]. La generacién del gradiente de H+ en estas haléfitas estd probablemente
dirigida a energetizar el transporte de Nat+ mediante el putativo antiportador
Na+/ H+, ya sea para la extrusiéon de este ién en el caso de A. nummularia, o su
compartimentalizacién en la vacuola en el caso de M. crystallinum.

2. Degradacién y reparacién de proteinas

Se han clonado genes, cuya expresion se induce por deshidratacién
que codifican para proteinas similares a proteasas. También se ha reportado la
induccién de un gen que codifica para una proteina de extensién de ubiquitina,
que por procesamiento proteolitico da lugar a ubiquitina activa, una molécula
que marca proteinas para su posterior proteolisis [Ingram y Bartels, 1996]. Este
tipo de proteinas podrian estar implicadas en la degradacién de las proteinas
desnaturalizadas por efecto de la deshidratacién. Las proteasas pudieran ser
importantes en el metabolismo celular durante el estrés, previniendo la
redundancia de proteinas y despolimerizando los complejos vacuolares de
proteinas de almacenamiento, lo que generaria los aminoacidos libres
necesarios para la sintesis masiva de nuevas proteinas ([Ingram y Bartels,
1996]. Un efecto deletéreo del estrés pudiera ser la modificacion quimica de los
residuos de las proteinas, como la desaminacién, isomerizacién y oxidacién. De
hecho se ha reportado que un factor importante para la resistencia de los
musgos a la deshidratacién se basa en su capacidad para reparar la maquinaria
celular durante la rehidrataciéon. La induccién por ABA de una L-isoaspartil-
metil transferasa en trigo podria estar implicada en la conversién de residuos

daifiados L-isoaspartilo a residuos L-aspartilo funcionales [Mudgett y Clarke,
1994].

3. Metabolismo

Las modificaciones en el metabolismo primario son una consecuencia
general del estrés en las plantas, y no sdélo por déficit hidrico. Se cree que una
mayor demanda de energia es una respuesta comiin de las plantas frente a
condiciones medioambientales adversas. En muchas plantas se ha comprobado
un incremento en el metabolismo respiratorio como respuesta al déficit hidrico
Craterostigma plantagineum induce un gen que codifica para la gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GPD) en respuesta a déficit hidrico,

aplicacién de
ABA y otros estreses. Umeda et al,,

(1994) desarrollaron un andlisis extensivo



de 1los .niveles de ARNms de genes implicados en las vias generadoras de ATP
en cultivos celulares de arroz sometidos a estrés osmédético, salino, por frio y por
carencia de nitrégeno. Encontraron una respuesta comiin de induccién en
muchos de esos genes por los diversos estreses, atribuyéndosela a un
mecanismo que emplean las células estresadas para facilitar la recuperacién de
la homeostasis celular a través de la produccién de energia. Espartero el al.,
(1995) sugieren que la induccién por estrés osmético y ABA del gen GLX1, que
codifica para una glioxalasa-I, potenciaria la glicolisis en plantas estresadas, lo

que permitiria una mayor generacién de ATP.

Otra respuesta de la planta frente al estrés parece ser la redistribucién
del carbono. El déficit hidrico estimula la acumulacién de fructosa-2, 6-
bifosfato en hojas de sorgo, lo que modula la sintesis de sacarosa y la particién
del carbono [Ramachandra-Reddy, 1996]. El metabolismo del fructano
(moléculas de polifructosa que funciona como reserva de carbono en el 15% de
las especies florales), también se ha implicado en la respuesta a estrés [Spollen,
1994]. Cuando el tabaco (no acumulador de fructano) es transformado con un
gen bacteriano que permite que acumule fructanos, aumenta la tolerancia de
dicha planta al déficit hidrico -[Pilon-Smits et al., 1995]. Los mecanismos de
distribucién de carbono estin muy probablemente relacionados con la
necesidad de las plantas estresadas de acumular rdapida y eficientemente
carbohidratos solubles u otros osmolitos compatibles dirigidos al ajuste

osmoético (ver el siguiente apartado).

La induccién de la enzima PEP-carboxilasa (PPC) en M. crystallinum
(planta del hielo) sometidas a estrés es uno de los factores implicados en la
adquisicién del mg_[amus_mg_ﬁA_M que permite un gran ahorro de agua para la
planta (ver pg. 12). Una enzima PPC constitutiva, codificada por el gen ppc2, se
expresa a bajo nivel y proporciona intermediarios Ca4 al ciclo de Krebs. El estrés
osmético induce la acumulaciéon del transcrito correspondiente al gen ppcl, que
codifica para otra enzima PPC, especifica de metabolismo CAM [Vernom et al.,

1993].

4. Ajuste osmdético y osmoprotecciéon

Se han caracterizado diversos genes que responden a déficit hidrico y
que participan en la biosintesis de osmolitos compatibles que, como ya
mencionamos, cumplen dos funciones dificiles de separar mecanisticamente: el
ajuste osmdtico y la osmoproteccién. En la Tabla 2 enumeramos dichos genes y

la informacion referente a su caracterizacion.



Tabla 2: genes implicados en la sintesis de osmolitos co. atibles

GEN (ENZIMA) ESPECIE INDUCIBILIDAD OSMOLITO REF.
Betain aldehido deshidrogenasa Cebad Sequia, ABA Glicin-betaina Ishitani, 1995
S-pirrolin ilato sir A. thaliana Sequia Prolina Yoshiba, 1995
Sacarosa-fosfato sintasa C. plantagineum SeqQuia Sacarosa Ingram, 1996
Inositol-O-metil transferasa M. crystallinum Salinidad, frio D-pinitol Vernom, 1992
Colina sulfotransferasa Plumbaginaceas Salinidad Colina-O-sulfato Rivoal, 1994
Betain aldehido deshidrogenasa Amararanto Osmético DMSP Vojtechova, 1997
Colina monooxigenasa Cana de azicar Sequia, NaCl Glicin-betaina Russell, 1997

No so6lo la sintesis, sino también el transporte y la degradacién de
osmolitos compatibles, pueden ser regulables por el estatus hidrico. Esto ocurre
con el gen que codifica para el transportador de prolina en A. ‘thaliana, ProT2,
que se induce por estrés osmdtico [Rentsch et al., 1996]; el gen de la enzima que
degrada la prolina, prolina deshidrogenasa, que estd regulado positivamente
por prolina y negativamente por deshidratacion {Kiyosue et al.,, 1996]; y el gen
de la enzima que degrada manitol, manitol deshidrogenasa, que estd regulado
negativamente por NaCl en A. graveolens. [Williamson et al., 1995].

S§. Facilitamiento del flujo de agua (acuaporinas)

Recientemente se han caracterizado translocadores especificos de
agua, conocidos como canales de agua o acuaporinas, que facilitan el flujo de
agua a favor del gradiente de osmolaridad existente [Chrispeels and Maurel,
1994]. La induccién de estos genes se ha relacionado con procesos de expansion
celular y se han descrito algunos casos donde responden a déficit hidrico. El gen
de una acuaporina de tonoplasto, Y-TIP, se induce en células que estin en activa
elongacién [Ludevid et al.,, 1992]. En Arabidopsis, una acuaporina de membrana
plasmadtica se induce por luz azul y se expresa principalmente en células en
expansion [Kaldenhoff et al., 1995]. La acuaporina RD28, que parece ser de
membrana plasindtica [Chrispeels y Maurel, 1994], se induce por desecacién
[Yamagushi-Shinozaki et al., 1992]. Otros genes homélogos al de RD28 se han
descrito como inducibles por desecaciéon en especies como P. sativum , A.
thaliana y C. plantagineum [Ingram y Bartels, 1996].

6. Integridad de los sistemas de membrana

Existen datos que indican que diversos organismos se aclimatan a
cambios de temperatura a través de modificar la composicién de fosfolipidos, lo

que da lugar a cambios en la fluidez de las membranas. Esta estrategia estd

poco explorada durante el estrés osmdético en plantas, aunque hay algunos datos



descritos. En células de tabaco aclimatadas a estrés osmético aumenta la
saturacién en los dcidos grasos de los fosfolipidos, 10 que a su vez correlaciona
con un aumento en la acumulacién de los transcritos del los genes de una
desaturasa acarreadora de J&-9-estearoil-acil y de una 12-oleoil desaturasa
[Leone et al., 1996]. Ademads, se ha comprobado que plantas transformadas con
una desaturasa de 4dcidos grasos obtenida de una bacteria permiten aumentar
los niveles de lipidos desaturados y disminuir la sensibilidad de la planta a
estrés por frio [Murata et al., 1992]. Ya mencionamos que ciertos azicares
solubles son capaces de estabilizar in-vitro bicapas de fosfolipidos
deshidratadas [Crowe et al, 1983 y 1987], proceso que in vivo pudiera
verificarse a través de la acumulacién de osmolitos compatibles. Las poliaminas
(putrescina, espermidina y espermina) son moléculas implicadas en procesos de
desarrollo (divisién celular y desarrollo embrionario) y aclimatacién a diversos
estreses en las plantas y otros organismos. A. thaliana acumula putrescina
durante su aclimatacion al estrés osmético debido a un aumento en la actividad
de las enzimas arginina decarboxilasa (ADC) y ornitina decarboxilasa (ODC)
[Feirer et al., 1997]. Tratamientos con espermidina y espermina previenen el
dafio de las membranas tilacoidales de protoplastos de células vegetales
sometidos a estrés osmdtico [Besford et al., 1993). En Avena sativa también se
ha observado proteccién de membranas tilacoidales por poliaminas,
comprobdndose que al menos uno de los mecanismos implicados en dicha
proteccién es la inhibicién de la peroxidacién de lipidos [Tiburcio et al., 1994].
Células transgénicas de zanahoria que sobreexpresan ODC acumulan mis
putrescina y no sufren inhibicién de la sintesis de proteinas tras un choque
salino comparadas con las control [Minocha y Sun, 1997]. Se estan investigando
proteinas que pudieran ser estabilizadoras de membrana. El producto del gen
dsp-22 de C. plantagineum se acumula en el cloroplasto en respuesta a sequia.
Este gen es homdlogo a genes de proteinas inducibles tempranamente por luz
(ELIP), inducidos en respuesta a varios estreses y que podrian participan en el
ensamblaje del fotosistema en las membranas tilacoidales (Ingram y Bartels,

1996).

7. Genes de choque térmico (Imw-hsps)

Se trata de varias familias de genes conservados desde las bacterias
hasta los mamiferos y que se inducen fuerte y rdipidamente cuando el
organismo sufre estrés por calor. Diversas proteinas de choque térmico (HSPs)
se han caracterizado funcionalmente como chaperonas moleculares, que se
distinguen por cumplir algunas de las siguientes funciones:

- prevenir el plegamiento incorrecto de proteinas inmaduras
prevenir el plegamiento incorrecto de proteinas que estin siendo

translocadas a través de una membrana



- aumentar la estabilidad de las proteinas en su conformacién nativa
- facilitar el plegamiento u oligomerizacién correcto de proteinas
desnaturalizadas

- prevenir la agregacion de proteinas desnaturalizadas

- deshacer agregados de proteinas desnaturalizadas.
La induccién de los genes de las HSPs se produce también por otros estimulos
diferentes al calor, como andlogos de aminoidcidos, puromicina, etanol. metales
pesados, arsénicos, etc., procesos que tienen en comin producir la
desnaturalizacién generalizada de proteinas. En general, el déficit hidrico no se
considera un estimulo para los genes Asps, habiéndose comprobado que la
mayor parte de las HSPs no se sintetizan en respuesta a estrés hidrico
[Bonham-Smith et al., 1988; Chen y Tabacizadeh, 1992; Oliver, 1991; Burke et
al.,, 1985). Sin embargo, se han reportado algunos genes de choque térmico
inducidos por deshidratacién, como una HSP de 26 KDa homdloga a genes Asps
de bajo peso molecular (Imw-hsps) [Czarnecka, 1988], tres hsps diferentes de
Arabidopsis, Athsp70-1, Athsp81-2 y UBQI1, [Kiyosue et al.,1994] y dos genes
Imw-hsps de girasol [Almoguera et al.,, 1992 y '1993]. De hecho, se ha
comprobado que existe proteccién cruzada entre el estrés hidrico y el calérico
[Anandarajah, 1991; Harrington, 1988]. En particular, las /mw-hsps que
reportan Almoguera et al. (1992) no sélo responden a sequia, sino que sus
transcritos estidn altamente acumulados en la semilla seca. Ellos sugieren que, al
menos en las plantas, las LMW-HSPs juegan un importante papel en la
adquisiciéon de tolerancia a la desecacion. A diferencia del resto de los
organismos estudiados, las plantas contienen miltiples genes de LMW-HSPs.
Son proteinas de tamaiio comprendido entre 15 y 28 KDa que pertenecen a, por
lo menos, 5 familias génicas que se agrupan en .base a la homologia en sus
secuencias de aminodcidos, su distribucién intracelular y sus propiedades de
agregacion [revisado en Vierling, 1991; Waters, 1995]. Se clasifican en:

- Clase I y Clase II (Citoplismicas).

- Clase IIl (cloroplasticas).

- Clase IV (de la membrana del reticulo endoplasmico).

- Clase V (mitocondriales)

La funcién in vivo de las LMW-HSPs se desconoce, aunque se ha
comprobado que in-vitro poseen funcién de chaperonas independientes de ATP
[Jakob et al., 1993; Lee et al., 1995]. En plantas se ha demostrado que durante
el estrés por calor, las LMW-HSPs forman agregados que retienen grupos
especificos de ARNms [Nover et al., 1989].

8. Modificaciones de 1la pared celular

Es uno de los procesos de respuesta al déficit hidrico de los que menos



conocimientos se tiene. Lo que esti cada vez mds claro es que la pared celular
de soporte mecanico, en las células
esta continuamente

no cumple una simple funcién pasiva,
vegetales, sino que constituye un organelo que
respondiendo a los cambios en el desarrollo del organismo y a los estimulos
medioambientales a través de la modificaciones en la naturaleza, abundancia y
nivel de asociacién de sus unidades estructurales: carbohidratos y proteinas.

grado de rigidez o extensibilidad de la

Esto va a determinar finalmente el
pared, lo que va a permitir la regulacién de procesos como la expansién celular,
sobre estimulos

la diferenciacién celular, la transduccién de informacién
medioambientales y la conductividad hidrailica.

Estd demostrado que los constituyentes de la pared celular se alteran
durante los cambios en la tasa de crecimiento producidos por el desarrollo
1973; Labavitch y Ray,

normal de los tejidos vegetales {Sadava y Chrispeels,
1974; Tanimoto e Igari, 1976; Stuart y Varner, 1980; Carpita y Gibeaut, 1993] o
por estimulos medioambientales como el dafio mecdnico [Suzuki et al., 1993], la
infeccién por paidgenos y -el tratamiento con elicitores [Bradley et al., 1992].
También se sabe que el estrés osmdtico inhibe rdpidamente el crecimiento de la
region aérea de las plantas adultas y de las plantulas [Hsiao, 1973; Meyer y
Boyer, 1981; Nonami y Boyer, 1989]. Ya que frecuentemente se ha podido
verificar inhibicién del crecimiento por déficit hidrico aun antes de registrarse
se sugiere que las modificaciones en la
las responsables de que se detenga la
Iraki et al.,, 1989a y 1989b],
la pared

una pérdida en el turgor celular,
composicién de la pared celular son
expansion celular [Nonami y Boyer, 1989 y 1990a;
probablemente debido a wuna disminucién en la extensibilidad de
[Nonami y Boyer, 1990b]l. En plantas de maiz sometidas a estrés osmotico se ha
demostrado la reduccién en la capacidad de extensién en las células de sus
hojas [Chazen y Neumann, 1994] y de sus raices [Neumann et al., 1994]. Iraki et
al., (1989) muestran cémo células adaptadas a condiciones salinas dejan de
liberar al medio fragmentos del polimero de xiloglucano, hecho que siempre
precede a la expansién celular. Otras modificaciones asociadas al estrés
osmdético son el aumento en la lignificacién y lignosuberizacion del xilema y de
raiz [Azaizeh y Steudle, 1984; Cruz et al., 1992].
genes y proteinas inducidos por

la epidermis de Ia
la pared o para enzimas

Recientemente se han reportado diversos
estrés osmético y que codifican para proteinas de

implicadas en su metabolismo (Tabla 3).



9. Transferasas de lipidos (LTPs)

Las transferasas no especificas de lipidos son proteinas solubles
bdsicas de bajo peso molecular (9 KDa) capaces de unir grupos acilo y de
catalizar in-vitro la transferencia de lipidos entre diferentes sistemas de
membrana [Revisado en Kader, 1996]. Son proteinas muy abundantes presentes
en la regién aérea de las plantas. Su secrecién a la pared celular y su gran
acumulacién en la epidermis de las hojas sugiere que participan en la sintesis
de la cuticula (ver pg. 14) a través de la secrecién y deposicion de substancias
lipofilicas desde las células de la epidermis en expansién [Revisado en Kader,
1996]. Sin embargo las LTPs también se han inmunolocalizado en otros tejidos,
como el tejido vascular, el meséfilo foliar y el parénquima de 6rganos florales.
También se le adjudica un papel biolégico en embriogénesis somdtica y zigética,
donde se ha postulado qQue participaria en la formacion de una capa protectora
en torno al embrién [Revisado en Kader, 1996]. Las LTPs estdn
estructuralmente relacionadas con proteinas de defensa contra patégenos que
se acumulan en las semillas, los inhibidores de «-amilasas y de proteasas
[Bernhard and Somerville, 1989; Kalla et al., 1994]. Molina et al., (1994, 1995)

demostraron in- vuro que las LTPs son potentes jnhibidores del cregimiento de
i n [Molina et al., 1993; Garcia-Olmedo et al.,

199S5], probablemente a través de mecanismos de permeabilizacién de las
membranas de los patégenos. Se sabe que la sintesis de cutina se estimula por
infeccién de patSdgenos, asi como la acumulacién de algunas LTPs. Las LTPs
participan en la aclimatacién de las plantas a diversos agentes
medioambientales (Tabla 4).

Tabla 4: genes de LTPs inducidos por factores medioambientales

ENZIMA ESPECIE INDUCIBILIDAD REF.
LTP 3,4,5 Cebada Patégenos Molina y Garcia-Olmedo, 1993
TSW1i2 Tomate NaCl Torres-Schumann et al., 1992
gblts Cebada Frio White et al., 1994
pLE16 Tomate Sequia, ABA Plant et al., 1991

10. Estreses secundarios asociados al déficit hidrico:
dafio oxidativo e infeccién por patdégenos

El daiio oxidativo es un estrés inexorablemente asociado en las plantas
al déficit hidrico (ver pg. 8). Se ha reportado la induccién por sequia de Ila
actividad de enzimas eliminadoras de intermediarios oxidantes t6xicos, como la



glutation reductasa y la superéxido dismutasa (SOD) [Mittler, 1994], asi como la
induccidén transcripcional de los genes que codifican para una ascorbato
peroxidasa [Mittler, 1994] y tres superdxidos dismutasas [Perl-Treves y Galun,
1991; White y Zilinskas, 1991; Zhu y Scandalios, 1994]. Se sabe ademaias que
existe proteccién cruzada entre el estrés oxidativo y el osmético.

I.a presencia de especies reactivas de O2 es un factor comuin entre
diferentes condiciones de estrés abidético y en la respuesta a patégenos y
existen diversos reportes que describen la inducibilidad directa por déficit

hidrico de genes relacionados con la defensa contra patégenos (Tabla 5).

Tabla S: Genes de probables proteinas de defensa contra patégenos inducidos por estrés osmético

ENZIMA ESPECIE INDUCIBILIDAD REF.
Endoquitinasa de pared Licopersicon chilense Deshidratacion, ABA Chen et al., 1994
BLT4 |Similares a Cebada Osmético, frio Dunn et al., 1991
P2 inhibidores Rabano Deshigratacién, NacCl Lépez et al., 1994
BnD. de proteasas Nabo Deshidratacion Downing et al., 1992
Lipooxigenasa Soja Dehidratacion, Bell, 1991

herida, Jasmoénico
Dihidro flavonol reductasa Cowpea Deshidratacién Luchi, 1996
Similar a taumatina Tomate NacCl King et al., 1988

Como ya mencionamos, las LTPs podrian tener como funcién in vivo, entre
otras, la defensa contra hongos y bacterias fitopatégenos (ver atrds). Las
endoquitinasas son proteinas que se secretan a la pared celular para degradar
la pared de hongos fitopatégenos. Los inhibidores de proteasas se acumulan
normalmente en las semillas de las plantas para prevenir su ingestién por otros
organismos. La enzima lipoxigenasa participa en la sintesis de la fitohormona
acido jasménico (JA), que media la respuesta de las plantas a dafio mecdnico e
infeccién por patégenos. La_ osmotina constituye una familia génica que codifica
para unas proteinas bdsicas de bajo peso molecular que constituyen el
polipéptido mas abundante en células de tabaco adaptadas a NaCl o estrés
osmoético (hasta el 12% de. la proteina total). Los genes que codifican para estos
polipéptidos responden a una gran variedad de estreses medioambientales,
como deshidratacién, estrés osmético, salinidad, frio, daiio mecdnico e infecciéon
por organismos patégenos. Diversos miembros de esta familia de proteinas han
sido localizados en cuerpos de inclusién vacuolares, membrana plasmaitica,
tonoplasto y pared celular. Ensayos in-vitro con proteina purificada han
demostrado su actividad contra el crecimiento de hifas y la germinacién de
esporas de hongos fitopatdgenos. Se desconoce la funcién o funciones precisas



de la osmotina in vivo durante la adaptacién de las plantas al estrés osmético.
Aunque la proteccién contra patégenos oportunistas es una posibilidad muy
probable, no se descarta la implicacién de estas protefnas en otros Pprocesos
celulares (Kononowicz et al., 1993].

11. Proteinas abundantes de ia embriogénesis tardia (LEAs)

Son varias familias de proteinas que se acumulan en altos niveles
durante la etapa tardia de la embriogénesis, justo antes del inicio de 1la
desecacién de la semilla, asi como en respuesta a estrés osmdtico en los tejidos
vegetativos a través de mecanismos mediados por la hormona ABA [Revisado
en Dure III, 1993]). Las LEAs son proteinas altamente hidrofilicas (Fig. 6) ricas
en glicina y en aminodcidos cargados, caracterizadas por no tener una
estructura globular y ser, por lo tanto, resistentes a la coagulaciéon por efecto de
las altas temperaturas. Es caracteristico que, por lo general, carecen de cisteinas
y de triptéfanos [Revisado en Dure III, 1993]. Las proteinas LEAs se agrupan en
varias familias de acuerdo a la homologia en sus secuencias de aminoicidos:

- Familia D-19 (grupo 1):. Proteinas de bajo peso molecular altamente
homélogas (en torno al 65% de identidad y 80% de similaridad entre mono y
dicotiledéneas). Muy ricas en glicinas (16-21%), que se encuentran dispersas a
lo largo de toda la proteina, lo que les confiere gran flexibilidad y favorece que
no adopten estructura secundaria (a-hélice o P-plegada) (Fig. 6). [Revisado en
Dure III, 1993].

) - Familia D-113 (grupo 4): Poseen un rango muy variable de tamaiio
(88-175 aminodcidos), son ricas en glicinas' y treoninas y; a diferencia de las
otras familias, son muy ricas en alaninas (11-20%). Segin las predicciones,
poseen siempre un dominio conservado de unas 60-80 aminodcidos con
estructura practicamente ininterrumpida o-hélice. El resto de la proteina, una
region de estructura aleatoria, esti poco conservada y varia mucho en tamaidio
entre los diferentes componentes de la familia. Las proteinas de algoddn
pertenecientes a estas familias estin distribuidas homogéneamente por todas

las cé€lulas del embrién en una concentracién de 0.3 mM [Revisado en Dure III,
1993].
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aminodcidos hidrofilicos. Las barras anchas represcntan tramos de
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moléculas de agua.

- Familia D-11_(grupo 2, o dechidrinas): Son también muy hidrofilicas,
(14-150 KDa) y poseen diversos motivos

de tamafnos muy variables
caracteristicos representados diferencialmente entre las distintas proteinas de



la familia (Fig. 6): i) regiones interdispersas ricas en glicina y treonina con
prediccién de estructura aleatoria; ii) entre 1-3 motivos repetidos en tandem de
14 aminodcidos de secuencia bastante conservada que se estructuran como o-
hélices anfifilicas y que estan presentes generalmente en el extremo carboxilo
de la proteina; iii) tracto de 6-9 serinas fosforilables contiguas que estin
seguidas por una region rica en aminodcidos cargados positivamente
(principalmente lisinas) [Revisado en Close, 1993]. Goday el al., (1994)
demostraron que la regién de serinas fosforilables se trata de un motivo
presente en proteinas que se unen a otras proteinas para acarrearlas al nicleo.
Dicho motivo es el que reconoce la sefial de localizacién nuclear en las proteinas
que son transportadas al niicleo [Goday et al., 1994]. Las dechidrinas
representan alrededor del 0.5% de la proteina total soluble de un embrién.
Familia D-7. grupo 3: Caracterizadas principalmente por la presencia
de 11-meros conservados y repetidos en tindem un ndmero variable de veces
(entre S y 13). Esto hace que los miembros de esta familia tengan tamaiios muy
diferentes. Como en el caso de las dehidrinas, estos motivos estin muy
conservados y constituyen ao-hélices anfifilicas. Estudios de prediccién de
‘estructura concluyeron que dos 11-meros pueden dimerizar en una estructura
helicoidal dextrégira. También se .encuentran uniformemente distribuidos en
embriones de algodén en una concentracién estimada de 0.34 mM, lo que
supone el 4% de la proteina citosélica no organelar [Revisado en Dure III,

1993a].

La funcién biolé6gica de estas proteinas se desconoce. Se ha sugerido
que su conformacién abierta, no globular, y su gran gran hidrofilicidad, les
proporciona una gran capacidad para interaccionar con el agua [McCubbin y
Kay, 1985]. Se propone entonces que favorecerian la retencién de agua en
tejidos vegetativos sujetos a estrés osmético y prevendrian la pérdida completa
de agua en los embriones, creando ambientes de hidratacién que protegerian a
las macromoléculas y a las estructuras celulares. Otra funcién postulada es la de
detoxificacion mediante el secuestro de iones. Estas proteinas parecen muy
caracteristicas de las plantas superiores, y hasta la fecha no se han reportado
miembros de estas familias génicas en otros organismos. A dos proteinas LEA se
les ha comprobado un papel funcional en la adquisicién de tolerancia al estrés
osmotico: HVA1, una LEA del grupo 3 de cebada, y LE25, una proteina LEA del
grupo 4 de tomate. La sobreexpresion de HVA1l en arroz aumenta su resistencia
a deshidrataciéon y salinidad [Xu DP et al. 1996]. El gen LE25 sobreexpresado en
levadura aumenta su resistencia a salinidad y congelamiento [Imai et al. 1996].
Sin embargo, se desconocen los mecanismos moleculares que desarrollan las
proteinas LEA para aumentar la tolerancia de las plantas al déficit hidrico.



LEAs atipicas: Se trata de las LEAS y LEA14 de algodén, y protefnas
relacionadas en otras especies. A diferencia de otras LEAs, ambas se acumulan
abundantemente en las hojas de plantas estresadas. Las llamamos atipicas
porque no pertenecen a ninguna de las familias descritas y no presentan el
grado de hidrofilicidad ni la composicién general de aminodcidos que
caracteriza a las LEAs (Fig.7) [Galau et al., 1993]. La_LEAS de algodén es una
proteina de 11,4 Kda con dominios hidrofébicos en la regién amino terminal
que podria ser una sefial de trdansito al reticulo endoplasmico [Jackson et al.,
1997]. El resto de la proteina es hidrofilica. No es rica en glicinas pero si en
serinas (casi 15%) [Galau et al., 1993]). La proteina LEA 14, también de algodon,
es la otra version de LEA atipica pues es moderadamente hidrofébica en casi
toda su extensién y tampoco es rica en glicinas. [Galau et al., 1993]. En la
literatura se pueden encontrar reportes de proteinas homdélogas a estas LEAs y
que se inducen por otros procesos diferentes a la deshidratacién. En el caso de
la LEAS hay homologias con genes inducidos por auxina [Yamamoto et al.,
1992], por 4cido giberélico en hojas, por choque térmico, metales pesados y por
tuberizaciéon (también en hojas) [Jackson et al., 1997]). La LEA14 es casi idéntica

" a una proteina, Lemmi9, que se induce en las agallas generadas por la infeccién
de nematodos en raices de tomate, y no por sequia [{Van der Eycken et al.,

1997].

Hidrotfébico

LEAS

Hidrofilico

Hidrofébico

Hidrofilico

atfpicas 5 y 14. Nétese la mayor

Fig. 7: Perfil hidropdtico de las LEAs
en estas protcinas

abundancia de regiones hidrofébicas

12. Otros genes/proteinas inducidos por estrés osmético




En la Tabla 6 describimos algunos genes mds reportados en la

literatura como de respuesta a estrés osmdético. Se desconoce
adaptativa de los productos de estos genes en la respuesta de
déficit hidrico.

la funcién
la planta al



Tabla 6: genes de funcidn desconocida inducidos por estrés osmélico

GEN PROTEINA ESPECIE FUCION HIPOTETICA INDUCIBILIDAD REF.

- Indof butiralo-sintetasa ~ Maiz ? Osmético, ABA Lugwing-Mutler, 1995
rdi9Ay 21A  Homdlg. cys-proteasa A thalana  Metabolismo de pared celular . Deshidratacién, NaCl  Koizumi, 1993
big26 Homdlg. deshidrogenasa  B.Napus  Biosintesis de osmolito Deshidratacidn, NaCi  Stroeher, 1995

frio, ABA, calor
sdi Aminiciclopropane Girasol ? Deshidratacion, ABA  Quvrad, 1996
carboxilato oxidasa
CAISEH Epbxido hidrolasa soluble A thaliana 7 Deshidratacién, auxina Kiyosue, 1994
ERD11y 13  Glutatidn transferasa Athalana  Anfioxidante Deshidratacidn Kiyosue, 1993
T151 Homdlg. gen especifico  O.satva Regulacidn del ciclo celular Deshidratacidn, frio,  Kidou, 1994
defase S anoxia, callos
MA16 Proteinade uniéna ARN ~ Maiz Procesamiento del pre-riNA 0 Deshidratacién Alba, 1994
ensamblaje de ribasomas en esirés
HVD1 Posible helicasade ARN  Cebada Estabilizador de ARNmenestrés  NaCl, frio Nakamura, 1997
BD8 Nucleasa Cebada Alteracion de la expresidn gendtica  NaCl Muramoto, 1997
0 movilzador de grupos P en estrés
Asrt Proteinadeuniéna ADN  Tomale ? Qsmético, NaCl, ABA  Amilai-Zeigerson, 1935
DS2 Hibrido LEA/Asr1 S. chacoense  Osmoprotector nuciear Deshidratacién Sithavy, 1995
Kint Homdig. proteina de A thaliana  Crio/osmoproteccion frio, ABA Kurkela, 1992
Kin2 anticongelamiento
- Proteinatilakoidal cdsp34  Patata Proteccién del aparato folosintético Deshidratacin Pruvot, 1936




Tabla 6 (continuacién)

GEN PROTEINA ESPECIE FUCION HIPOTETICA INDUCIBILIDAD REF.
MsaciA Mlafa | Familia de genes defuncién ABA, frio deshidratacién  Laberge, 1993
pUMS0-1 M. sativa desconocida y olros estreses Luo, 1992
pSM2075 M.satva | mediambientales Luo, 1391
pEN115 Naw ]
pBN26 Nabo Protectores contra dafios porfrio  Frio, deshidratacion Weretilnyk, 1993
pBN19 Nabo 0 congelamiento
COR15 A. thaliana |
hies ] Athafiana  Proteclores contra elfrio Frio, deshidratacién ~ Nordin, 1993
tire '

Iwasaki, 1995
RD22 Proleina de semilla A. thaliana ABA, deshidratacién
Sar 0. sativa NaCl, deshidratacién Claes, 1930
peC1326 Deshidratacién

C.plantagineum

Piatkowski, 1990

IV. REGULACION DE LA RESPUESTA AL ESTRES OSMOTICO
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Para que la célula vegetal pueda acumular las proteinas que le van a
permitir desarrollar los mecanismos de tolerancia a 1a deshidratacién antes
descritos, se debe producir la siguicnte sucesiéon de eventos:

1.- Percepcién de uno o varios tipos de estimulos especificos ligados al

estrés osmético.

2.- Transduccién y amplificaciéon de la seiial.

3.~ Activacién del conjunto de genes implicados en la respuesta al

estrés.

1. Percepcién del estrés

Hay varios posibles estimulos por los que una célula vegetal puede
medir la pérdida de agua de su interior [Bray, 1997]:

* Disminucién o pérdida del turgor celular.

* Disminucién del volumen celular o del idrea de la membrana

plasmadtica.

* Pérdida de la tensién (“stretch™) de membrana.

* Disminucién ‘del potencial hidrico u osmético (aumento de la
concentracion de los solutos intracelulares).
Alteracion de conexiones presentes entre la pared celular y la
membrana plasmatica.

En plantas se desconocen hasta la fecha los estimulos y los
mecanismos precisos de su detecciéon. Se ha descrito un canal de cationes
mecanosensor selectivo a calcio en células epidérmicas de cebolla. El canal es
activable por tensién y es sensible a un herbicida perturbador del
citoesqueleto. Los autores proponen que podria servir para transducir las
modificaciones producidas en la interaccién membrana-pared durante eventos
como el cambio de turgor o la expansién celular [Ding y Pickard, 1993]. En A.
thaliana se ha encontrado un gen homdélogo a SInlP, un gen de levadura que
participa en un sistema osmosensor de dos componentes ([revisado en Bray,
1997]. En los sitemas de dos componentes de procariotas, una molécula percibe
un estimulo medioambiental y activa un dominio histidina-cinasa, lo que da
lugar a la fosforilacién de un residuo de histidina presente en dicho dominio.
Este grupo fosfato se transfiere a un residuo aspartato presente en el dominio
receptor de una segunda molécula encargada de transducir la sefial. El sistema
de dos componentes de levadura estd compuesto por tres proteinas (SinlP,
Ypdl y SsK1P) [Maeda et al.,, 1994] que desarrollan un mecanismo de
fosforilaciéon conocido como ‘fosforelevo’ (‘phosphorelay’), diferente al de las
cascadas de amplificacién de sefal. Es un mecanismo de fosforilacién de cuatro
pasos, His-Asp-His-Asp, que parece ser mucho mds severo en su control por



tener multiples puntos de decisién y/o una forma de integrar informacién
adicional procedente de otras vias de transduccién de sefial [{Appleby et al.,
1996). Este osmosensor, y otro mis, constituido por una proteina de membrana
plasmdtica activable por alta osmolaridad, Sholp, regulan una cascada de
fosforilacién por MAP cinasa conocida como la via HOG [revisado en Bray, 1997].
Un modelo atractivo de percepcién de estimulo mediambiental es el de 1la
respuesta a choque térmico en levadura. Kamada et al., (1995) sugieren que el
esimulo en el caso de la respuesta a calor es el aumento de la fluidez de 1la
membrana.

2. Transduccién de senal

Se sabe que no todos los genes de respuesta a estrés osmético se
inducen bajo las mismas condiciones o en los mismos tipos celulares, por lo que
parece haber diferentes mecanismos de seiializacion. Una de las seifiales mas
importantes que operan durante el déficit hidrico es la fitohormona ABA (pg.
10 de este Cap.) que induce, aunque no todos, los genes de respuesta a estrés
osmadtico.

2.1. Percepcidn de ABA

La fitohormona ABA es un sesquiterpeno derivado del mevalonato
que se sintetiza a través de la via de biosintesis de los carotenocides. El corte de
9’-cis-neoxantina da lugar al intermediario xantoxina, que es oxidado a ABA-
aldehido y convertido en ABA con la enzima ABA-aldehido oxidasa. ABA regula
la maduracién (desecacién y dormancia) del embrién, la germinacién y la
respuesta de los tejidos vegetativos al estrés osmdtico. Se ha comprobado que
en tejidos vegetativos sujetos a estrés osmoético aumentan los niveles de ABA
(desecacién, salinidad o frio), y que el punto de la ruta metabdlica que parece
estar regulado por estrés es el corte de 9’-cis-neoxantina. Ademas, la aplicacién
de ABA a tejidos no estresados mimifica en las plantas muchas de las
respuestas fisiolégicas y moleculares del déficit hidrico [Bray et al., 1993]. No se
conoce la forma en que ABA es reconocida por la célula vegetal, aunque hay
evidencia de que puede ser reconocida dentro y fuera de la célula y de que hay
miiltiples receptores para ABA en base a datos obtenidos sobre la respuesta de
genes frente a andlogos estructurales de ABA [revisado en Bray, 1997]).

2.2. Transduccién de la seiial_de ABA

Los datos que se tienen sobre este punto indican que la seiial de ABA
incluye al menos una cascada de proteinas cinasa/fosfatasa que a su vez
interacciona con senales de Ca++ intracelular, aunque ain faltan elementos de la
via para que puedan integrarse los diferentes paso de la cascada. Los datos que
mds luz han arrojado en este aspecto son los derivados de las diversos tipos de



mutantes de plantas afectadas en la sensibilidad a ABA (mutantes abi). Un
mutante de Arabidopsis, abil, permitié aislar el gen ABI1 y comprobar que
codifica para un polipéptido con un dominio fosfatasa 2C en la regién carboxilo,
y un dominio de unién a Ca*+ similar al ‘EF-hand’ en el extremo amino, por lo
que se sugiere que la proteina ABI es una fosfoproteina fosfatasa activable por
Ca++_ Owro de los datos que involucra al Ca+* en la transduccién de la seiial de
ABA es que durante el cerrado del estoma, inducido por la accién de ABA en las
c€élulas guarda, se produce un riapido aumento del Ca++ libre en el citosol junto
con una variacién en el pH. En las células de la aleurona de la semilla se ha
comprobado que la seiial de ABA estd mediada por una MAP (‘mitogen
activated phosphate’) cinasa. Otro elemento implicado en la cascada de ABA es
una proteina farnesil transferasa, que podria catalizar la modificacién
(localizacién en la membrana plasmadtica) de un receptor o de un componente
de la seiial de ABA [revisado en Bray, 1997]. El gen ABI3 se aislé por clonacién
posicional y se vié que la proteina deducida de su secuencia posee regiones
discretas con alta similaridad con el factor transcripcional de maiz viviparous-1,
regulador de la produccién de antocianinas en la semilla [Giraudat et al., 1992].

2.3. Orros_clementos posiblemente implicados en la transduccion del
" St

Durante la caracterizacion que miiltiples laboratorios realizan sobre

clones de ADNc de plantas correspondientes a genes que responden a estrés
osmoético, han aparecido genes que codifican para proteinas homdélogas a
transductores de seiial conocidos: dos genes que codifican para cinasas
dependientes de Ca++ y que se inducen por deshidratacién en A. thaliana; un
gen que responde a ABA y a deshidratacién y que codifica para una Ser-Thr-
cinasa én trigo [revisado en Ingram y Bartels, 1996]; y genes que codifican para
una MAP-cinasa, una MAP-cinasa-cinasa-cinasa y una proteina ribosomal S6-
cinasa que se inducen por contacto mecdnico, frio y déficit hidrico en A .
thaliana [Mizoguchi et al., 1996]. Ademis de esto, un transcrito que codifica
para una fosfolipasa C especifica de fosfatidil inositol aumenta durante
deshidratacién en A. thaliana. Esta enzima estd implicada en la sintesis de
inositol 1,4,5-trifosfato, que estimula la liberacién de Ca++ de los sitios donde se
almacena intracelularmente [Hirayama et al.,; 1995]. Este tipo de proteinas son
del mismo tipo que las que seializan estimulos medioambientales en animales
y su inducibilidad indicaria que estas vias se potencian durante el estrés
hidrico. Una probable fuente valiosa de genes que participan en la sefalizacién
de la pérdida de turgor celular en plantas la encontramos en el banco de
mutantes generado por Ishitani et al., (1997). Ellos obtuvieron 400,000
lineas mutantes de plantas de A. thaliana transformadas con un gen quimérico
que consiste en un promotor que responde’ a estrés osmdético fusionado a la



regién codificante del gen de la luciferasa (luc). Con esta estrategia han aislado
tres grupos de mutantes: i) aquéllos que expresan [uc constitutivamente en
ausencia de estrés; ii) aquéllos que son hipersensibles a osmolaridad; y iii)
aquéllos que son poco sensibles a osmolaridad

3. Activaciéon de genes

Hasta la fecha se han caracterizado dos tipos de elementos en los
promotores de los genes que responden a estrés osmdtico en las plantas: el
elemento de respuesta a ABA (ABRE) y sus asociados, y el elemento de
respuesta a deshidratacién independiente de ABA (DRE) (también conocido
como ‘C-repeat’) [revisado en Ingram y Bartels, 1996 y Bray, 1997].

3.1. Respuesta_asocjada a ABRE
ABRE es el elemento en cis mejor caracterizado en la respuesta a
estrés osmdético. Su secuencia consenso es:

RCACGTGGYR

donde ‘R’ representa una base piirica € ‘Y’ una base pirimidinica. Contiene el
motivo palindrémico CACGTG que incluye elemento central ACGT. Se ha
demostrado que el elemento ACGT participa en la regulacién de la expresion de
genes a través de ABA en numerosas especies, aunque también estid presente
en otros elementos regulatorios, como la caja-G, implicada en la expresién de
genes regulados por luz, auxina, JA y SA. La orientacién del elemento ABRE no
afecta a la transcripcién, lo que sugiere que mas bien funcionan como
potenciadores (‘enhancers’) de la transcripcién. Se ha demostrado que los
nucledtidos que flanquean al elemento central de la caja ABRE pueden ser
importantes para la regulacién de la respuesta. Aunque la presencia de este
elemento es suficiente en muchos genes para su expresion a través de ABA, en
otros genes se han caracterizado elementos adicionales en cis que
complementan a ABRE en la regulacién. Se trata de los elementos de ajuste
(‘coupling elements’):

* Elemento CE1l ( TGCCACCG ) necesario junto con ABRE para la
regulacién por ABA del gen HVA22 de cebada

* Elemento CE3 ( ACGCGTGTCCTC ) en el gen HVA1 de cebada. CE3 y
CE1l no son adecuadamente intercambiables, lo que indica que estin implicados
en la especificacion de la respuesta a través de la unién de diferentes factores
de transcripcién. De hecho el factor transcripcional VP1 tiene un efecto
sinergistico con ABA en la expresion de HVA1l, pero no en la expresion de
HVA22.

* Elemento OS2 en el gen a-amilasa de cebada aumenta la respuesta



del elemento ABRE a través de ABA.

Los factores _en trans que hasta la fecha se han caracterizado como de
unién a elementos ABRE son EMBP-1 de trigo y TAF-1 de tabaco. Las secuencias
de aminoidcidos de ambas proteinas muestran un dominio bdsico adyacente a
un motivo de ‘cremallera de leucinas’. ABI3, homélogo a VP1l, se ha demostrado
como necesario para la expresion de ciertos genes de Craterostigma

dependientes de ABA.

3.2. Respuesta asociada a DRE

Es un elemento que media la expresién de genes de respuesta a estrés
osmético de forma independiente a ABA. Su secuencia en el gen rd29A de
Arabidopsis es ( TACCGACAT ). Recientemente se ha caracterizado el gen que
codifica para el factor transcripcional CBPIl, que se une al elemento DRE
(Thomashow et al., 1997).

3.3.
* El elemento ( CACATG ) (similar al elemento donde se une el factor

MYC) estd presente en el gen rd22 de Arabidopsis .

* El elemento ( AGCCC ) esta presente en el gen CDeT27-45 de C
plantagineum, y es necesario, pero no suficiente para la expresiéon regulada por
ABA.
* El elemento ( CGTGTCGTCCATGCAT ), similar al elemento de ajuste
CE3 y presente en el gen Cl1 de maiz, es necesario y suficiente para la expresién
regulada por ABA [revisado en Ingram y Bartels, 1996 y Bray, 1997]. .

3.4. ) i : i
El gen Atmyb2 responde a deshidrataciéon, NaCl y ABA en A. thaliana,

y codifica para una proteina relacionada a los reguladores MYB. Se bha
comprobado que la proteina ATMYB2 se une al elemento ( PYAACTG ), al que se
sabe que se unen los factores MYB. El gen rd22 de respuesta a sequia en A.
thaliana no posee elementos ABRE ni DRE, pero poseen dos sitios de
los factores MYC y MYB respectivamente [revisado en
También se han reportadeo en Craterostigma genes
respuesta a deshidratacién y

reconocimiento para
Ingram y Bartels, 1996].
homdélogos a Armyb2 y que se inducen en
tratamiento con ABA [Iturriaga et al., 1996].

Existen J6rdenes superiores de control priacticamente desconocidos y
que probablemente juegen un importante papel: en la regulacion de 1la
expresion génica en la planta, como puede ser la topologia del ADN. Se sabe por
ejemplo que la actividad de unién de los factores bZIP y EmBP-1 al elemento



ABRE del gen Em de trigo depende de la posicién nuclecosomal ([revisado en
1997}). En la Fig. 8 mostramos un esquema de los principales protagonistas

Bray,
caracterizados en la respuesta de las células vegetales al déficit hidrico.
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V. USO DE LA BIOLOGIA MOLECULAR PARA LA OBTENCION DE
ORGANISMOS MAS RESISTENTES AL ESTRES OSMOTICO

Algunas de las estrategias que desarrollan las plantas u otros
organismos para adquirir mayor tolerancia al estrés osmético (seccién IV) son
ficilmente manipulables por las técnicas de biologia molecular dado que pocos
o, en ocasiones, un sélo gen estin implicado en el desarrollo del proceso en
cuestién. En la Tabla .7 describimos los casos reportados de sistemas
transgénicos en los que se ha conseguido mejorar la tolerancia de un organismo
frente a algin tipo de estrés osmético. Por lo general, el grado de mejora en la
tolerancia al estrés en las plantas transgénicas ha sido bajo o moderado, y no ha
sido evaluado en el campo. Estos hallazgos no se han aplicado ain al desarrollo
agricola, aunque el avance de la investigaciéon en este terreno harda posible en
un futuro cercano la mejora de la capacidad de tolerancia de especies agricolas
al déficit hidrico. Probablemente serd necesario regular la expresion de los
genes transformados para no afectar el rendimiento de las cosechas, asi como
combinar mds de un gen para conseguir que la mejora de diversas estrategias

de adaptacién al estrés tengan un efecto sinérgico en la adquisicion de la
tolerancia.



Tabla 7: Descripcidn de sistemas transgénicos transtormados con genes implicados en la tolerancia a esirés osmdtico

) ESPECIE PRODUCTO

GENPROTEINA  TRANSFORMADA ACUMULADO FENOTIPO REF.
Manitol 1 fostaodeshidro-  Tabaco Mariol Mayor tolerancia aNac Tarczynski, 1993
genasa procariota
Mantol{fostato deshidro- A, thaiana ~~ Manitol Mejor geminabiidad en NaC! Thomas, 1995
genasa procariola
Maniol 1 fosfato deshidro-  Tabaco Manitol en cloroplasto  resistencia a estrés oxidativo: mayor reten-  Richard, 1997
flenasa procariota ¢ién de clorofila y capacidad fotosintética -
Betain aldehido deshidro-  Cianobacteria  Glicin-betaina Estabiizacin de la actiidad fotosintéticay  Nomura, 1995
genasa de E. cof Mejor capacidad de crecimiento en NaCl
Al-pinolin-5-carboxilato Tabaco Profina Mayor biomasa radicular y desarrollo floralen ~ Kishor, 1995
sintetasa de soja deficit hidrico
Fructosi transferasa Tabaco Fructano (polifructosa) - Mayor lolerancia a estrés osmético Pilon-Smits, 1995
procariota generado con polietilén gicol
Superdxido dismutasa de Affara Mn++-S0D Mayor tolerancia a estrés por congelamiento  McKersie, 1993
tabaco (SOD}
Desaturasa de acidos grasos Laenzimaaumenta  Menor sensibitidad a frio Murata, 1992
bacteriana los niveles de lipidos

desaturados

LEAdel grupo Idecobada  Aroz LEA del grupo 3 Mayor tolerancia a deshiorataciony NaCl -~ Xu, 1996
LEA del grupo 4 de tomate Levadura LEA del grupo 4 Mayor tolerancia a NaCly congelamiento  Imaj, 19%
Omitina decarboxiasa de Zanahoria Putrescina (poiamina)  Mayor tolerancia a deshidrataciény NaCl ~ Minocha y Sun, 1997

raién .
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CAPITULO 2

CARACTERIZACION DE CLONES DE cDNA DE Phaseolus
vulgaris QUE RESPONDEN A DEFICIT HIDRICO Y A ABA

I. HIPOTESIS

Los genes inducidos en las plantas como respuesta a la deshidratacién
van a participar en el proceso de aclimatacién de la planta a las condiciones

déficit hidrico.

1. OBJETIVO GENERAL

A wavés del estudio de los genes que responden a déficit hidrico y de
sus productos, intentaremos caracterizar los mecanismos empleados por las
plantas para adquirir tolerancia al estrés osmdético y aplicar esos conocimientos
en la obtencién de plantas con mayor grado de resistencia al déficit hidrico.

III. MATERIAL DE PARTIDA

El estudio de genes implicados en la respuesta de Phasceolus vulgaris
al déficit hidrico comenzdé con la construccién de una genoteca substraida de
ADNc en el profago A-gt-22 de frijol sometido primero a sequia Yy
posteriormente a ABA exégeno. Dicho banco esta enriquecido en clones de
expresiéon especifica por sequia y/o ABA [Covarrubias y Garciarrubio, 1993].
Mediante hibridacién diferencial de la genoteca contra sondas radiactivas de la
primera cadena de ADNc (ADNc-1c) obtenida de plantas sometidas a sequia o a
ABA respecto a sondas de ADNc-1c obtenida de plantas control, se aislaron 39
ciones de ADNc correspondientes a genes con probable expresién diferencial
por sequia, ABA o ambos. Los clones se clasificaron segin se indujesen o
reprimiesen por déficit hidrico y/o ABA. En base a ésto se organizaron S grupos
diferentes con las diferentes combinaciones posibles de inducibilidad/represion
{Covarrubias y Garciarrubio, 1993]). La coleccién de clones de ADNc de probable
expresion difcrencial fue el material de partida del proyecto de esta tesis (Fig.

1



1). Principalmente escogimos clones del grupo 1 (se inducen por déficit hidrico
y tratamiento con ABA). Ya que la mayor parte de los genes que responden a
sequfa también responden a la aplicacion de ABA, habia mds garantia de que
los componentes del grupo 1 no fuesen falsos positivos. Escogimos los siguientes:

Grupo 1 (ABA +, sequia +): clones 12, 18, 19. 20, 24, 25, 27, 31, 37, 39

Grupo 2 (sequia +) : clones 4, 15
Grupo 3 (ABA -, sequifa +): clon 7

Grupo 4 (ABA +, sequia -): ninguno
Grupo 5 (ABA -, sequia -): clones 8 y 32
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Fig.1: Clasificacién de los clones de ADNc segin el valor cuantificado de su
expresién obtenido de los andlisis de expresién diferencial.
indican induccién respecto al valor control de expresién, y los valores
negativos indican represién [Covarrubias y Garciarrubio, 1993]. ABA:

inducibilidad por aplicacién de ABA. DH: inducibilidad por déficit hfdrico
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CARACTERIZACION DE CLONES DE ADNc DE Phaseolus vulgaris QUE
RESPONDEN A DEFICIT HiDRICO: IDENTIFICACION DE UN NUEVO GEN
SIMILAR A LOS DE LAS PROTEINAS DE EMBRIOGENESIS TARDIA

1. Objetivos especificos

Caracterizar genes de Phaseolus vulgaris inducidos en respuesta a
déficit hidrico o a tratamiento con la fitohormona &acido abscisico. Para ello se
seguirdn los siguientes pasos:

1. Selecciéon de clones de ADN-complementario (ADNc) procedentes de
transcritos diferencialmente acumulados en plantas tratadas (déficit hidrico y/o
ABA) respecto a plantas no tratadas (bien hidratadas).

2. Caracterizacién de la expresidon de los genes correspondientes a los
diferentes clones mediante experimentos tipo northern.

3. Secuenciacién de los clones de ADNc.

2. Publicacién
A continuacién presento los datos obtenidos de la caracterizacién de

algunos de los clones gel grupol, y que han sido publicados en la revista Plant
Molecular Biology.
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Abstract

Six cDNA clones from Phaseolus vulgaris, whose expression is induced by water deficit and ABA treatment (rsP
cDNAs) were identified and characterized. The sequence analyses of the isolated clones suggest that they encode
two types of late-embryogenesis abundant (LEA) proteins, a class-1 cytoplasmic low-molecular-weight heat-shock
protein (Imw-HSP). a lipid transfer protein (LTP), and two different proline-rich proteins (PRP). One of the putative
LEA proteins identified corresponds to a novel 9.3 kDa LEA-Ilike protein. During the plant response to a mild water
deficit (¥r,, = —0.35 MPa) all genes identified present a maximal expression at around 16 or 24 h of treatment,
followed by a decline in expression levels. Rehydration experiments revealed that those genes encoding PRPs and
LTP transiently re-induce or maintain their expression when water is added 1o the soil after a dehydration period.
This is not the case for the /ca genes whose transcripts rapidly decrease, reaching basal levels a few hours after
rehydration (4 h). Under water deficit and ABA treatments, the highest levels of expression for most of the genes
occur in the root, excluding the #7/p gene whose maximum expression levels are found in the aerial regions of the
plant. This indicates that for these genes, both water deficit and ABA-dependent expression are under organ-specific
control. The data presented here support the importance of these proteins during the plant response to water deficit.

Introduction of time in conditions of extremely high dehydration.

Both environmental and developmental processes have

Water deficit is one of the most common environmental
stress factors experienced by soil planis. It interferes
with both normal development and growth and has a
major adverse effect on plant productivity. Among a
diversity of responses, plants adapt to water deficit
by the induction of specific genes (reviewed in [29]).
Some of these genes are also expressed during the nor-
mal embryogenesis program when seeds desiccate and
embryos become dormant [51]. During this develop-
mental stage, plant tissues are viable for long periods

The nucleotide sequence data reponed will appear in the
EMBL, GenBank and DDBJ N ] D under
the accession numbers U72763 (PvPRP-12). U72765 (PvLTP-24),
U72766 (PvHSP17-19), U72767 (PvILEA4-25), UU72768 (PvPRP2-
37) and U72769 (PvPrp-12.

(AP RN

incommon the mediation of the phytohormone abscisic
acid (ABA) [8, 51, reviewed in 9). The application of
ABA o0 unstressed vegetative tissues can mimic many
effects of drought on plants, including the induction
of water deficit-responsive genes {51, reviewed in 9].
In recent years, efforts have been focused toward the
isolation of genes that are induced during water defi-
cit or ABA treatment in order to study the function of
their products. This approach has made possible the
identification of stress proteins and the characteriza-
tion of their biochemical, cellular and adaptive roles in
osmotic stressed plant cells. This is the case of proteins
implicated in the biosynthesis of osmolytes (reviewed
in [4, 29], in the uptake and comparunentation of ions
(42, 43], in hydroxyl-radical scavenging [4, 48], and
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in protein turnover (8, 34, 35). Although other proteins
have been identified whose levels are affected by water
deficit, the lack of knowledge of their biochemical
activities or in vivo functions in the cell does not enable
assignation of arole in water stressed plants. Such is the
case of some metabolic enzymes [24, 39, 5§3]); osmotin
{36); lipid transfer proteins (LTPs) [52, reviewed in
32); low-molecular-weight heat shock proteins (Imw-

SPs) [2]); water channels or aquaporins (reviewed in

1]); and some cell wall structural proteins [15, 17,
23). In the case of the late embryogenesis-abundant
(LLEA) proteins there is a strong circumstantial evid-
ence for their involvement in the plant adaptation to
water deficit. The fact that /ea transcripts and pro-
teins accumulate in vegetative tissues of a number of
drought-stressed plants and that desiccation treatments
can often induce their precocious expression in seeds
has lead to the proposition that LEA proteins may play
a protective role in maintaining specific cellular struc-
tures or ameliorate the effects of drought stress. This
hypothesis is consistent with the properties predicied
from their deduced amino acid sequence, such as their
highhydrophylicity and randomly coiled moieties [21].

Some of the genes mentioned above have been
shown to respond not only to other environmental
factors including heat shock, infection. wounding,
light, etc.. but also have been shown to be involved
in the normal developmental processes of unstressed
plants [2, 11, 24, 32, 47). This is not surprising giv-
en the multiple physiological and metabolic alterations
induced in the plant by water deficit, as well as the fact
that many of them belong 10 gene families. At thistime
the role of some of these proteins during plant adapt-
ation to water stress cannot be defined given the few
data available regarding the functional characterization
of these proteins in response 1o this kind of stress.

In order to study the molecular basis of the plant
responses to water deficit, we have isolated and char-
acterized cDNA clones corresponding to genes whose
expression is affected by water deficit and/or ABA
treatment in Phaseolus vulgaris, a staple food in Latin
America diets. In this paper we describe the charac-
terization of six cDNA clones, including their nucle-
otide sequence analysis, as well as expression patterns
showing the importance of the corresponding proteins
during the plant response to water deficit. One of the
characterized cDNAs encodes a putative novel LEA
protein. The function of the gene products from the
Phaseolies cDNA clones during water deficit is dis-
cussed.

Materials and methods
Plant material and growth conditions

Bean seeds (Phaseolus vulgaris L. cv. Negro Jamapa;
Pronalse, México) were surface-sterilized in 10% (v/v)
sodium hypochlorite for 10 min, rinsed in running tap
water for 2 h, sown on water-saturated paper towels
and germinated in the dark at 27 &= 1 °C and 100% rel-
ative humidity. After 4 days, seedlings were selected
for uniform size and transplanted to vermiculite con-
taining different amounts of water. The control growth
condition contained S ml of water per gram of vermi-
culite (¥, = —0.074 MPa). The water deficit con-
ditions corresponded to ¥,, = —0.35 MPa, 1/12x
the amount of water relative to the control. Vermi-
culite was maintained at a constant water potential
throughout the experimeni. Seedlings were grown in
the dark at 27 £ 1 °C and 75% relative humidity. The
duration of the water deficit in the different treatments
is indicated in the text and in the corresponding figure
legends. For the rehydration experiments. seedlings
subjected to water deficit (¥,, = —0.35 MPa) dur-
ing 48 h were rehydrated by the addition of water to
the low-water-potential vermiculite until field capacity.
Seedlings were harvested 4, 8, 24 and 48 h after rewa-
tering. For cold treatment, dark-grown 4-day old bean
seedlings were transferred to 4 °C and maintained at
this temperature for 24 h. Three-day old etiolated seed-
lings were exposed to heat shock at 42 °Cfor2hina
chamber where relative humidity was maintained con-
stant at 100% to avoid dehydration. In all cases plant
material was frozen immediately in liquid N3 after har-
vesting, and stored at —80 °C until used for extraction.

- When water deficit was imposed to 21-day old
bean plants, seedlings were grown in the greenhouse
on saturated filter paper with nutrient solution (half-
strength Hoagland medium) until the development
of the primary leaves (21-day old) was completed.
To avoid tissue damage induced by transplantation,
water deficit. was imposed by adding vermiculite of the
desired water potential. Irrigated plants were harves-
ted at the same developmental stage as water-deficient
plants. ABA treatment was carried out by adding of
0.1 mM ABf\ to the irrigating solution and by spray-
ing an ABA: solution (0.1 mM) on the aerial regions.
Plants were harvested after 24 h of treatment. Tissues
were frozen immediately in liquid N2 and stored at
~80 °C until used for extraction.



Growth determinations

Growth was determined by measuring hypocotyl
length between the point of insertion of the cotyledon
and the hypocotyl-roottransition at the times indicated.

Warer potential measurments

Water potential (¥,,) was determined following the
dew point and psychrometric methods as described
in the instruction manual for the HR-33T Dew Point
Microvoltimeter (Wescor) using a soil psychrometer
(model PST-55-15).

RNA isolarion and northern Analysis

Total RNA was prepared by the ‘hot phenol’ meth-
od, following the procedure described by de Vries
et al. [18). The RNA was dissolved in RNAse-free
water and its concentration was determined spec-
trophotometrically at 260 nm. Poly(A¥) RNA was
obtained using the PolyATract mRNA isolation sys-
tem (Promega). Northern blots were carried out by
electrophoresis of 5 ug of total RNA on 1.39% (w/v)
agarose gels containing 2.2 m formaldehyde according
to Maniatis er al. {40] and transferred onto nylon mem-
branes (Hybond-N¥, Amersham). Hybridization and
subsequent washes were performed at high stringency
following the procedure described by Church and Gil-
bert [12]. Filters were exposed to Kodak XAR film
at —80 °C using an intensifying screen. The mRNA
levels were quantified using the 1-D Analysis Program
from Bio-Image Products (Millipore). The resulting
values were normalized with those obtuained from the
28S rRNA hybridization and are indicated as numbers
below the lanes on the blots. Those numbers represent
an arbitrary unit which was obtained by muliiplying
the intensity value obtained for each transcript for a
loading correction factor according to the intensities
of the 28S rRNA band; therefore. they do indicate the
relative abundance of the corresponding mRNAs.

Labeling of probes

Fragments containing the cDNA 3’ non-codingregions
were used as probes for northern blots. The chalcone
synthase probe was obtained from plasmid pCHS1
kindly provided by C. Lamb [45]. Probes were labeled
with a commercial random primer kit (Dupont) using
[a-32P)dCTP (3000 Ci/mmol; Amersham).

Library construction and isolation of water
deficit-induced cDNA clones

A complementary DNA library was constructed from
poly(A)* RNA isolated from 21-day old bean plants
exposed to water deficit treatment as described else-
where [14]. To increase the representation of cDNA
clones containing genes whose expression is induced
by drought, the Agt23 cDNA library was subtracted
with poly(A)* RNA isolated from well-watered plants
using the Substractor TM kit (Invitrogen). Phages har-
boring*water deficit-induced cDNAs were selected by
differential screening with labeled cDNA from con-
trol and water-deficient bean seedlings. About 10 000
phage were screened. After 3 screens, 6 clones, out
of a total of 27, which showed differential expression
with regard to water deficit, were selected for further
characterization. Inserts ffom phage were subcloned
into the pKS* vector (Stratagene). The cDNA clones
that showed a higher expression in response to water

- deficit conditions were named with the initials rsP for

the words in Spanish: respuesta a sequia en Phaseolus.
DNA sequencing and sequence analysis

DNA manipulations were performed essentially as
described by Sambrook er al. [46). cDNAs were
subcloned into the pKS* vector (Stratagene) and
sequenced using the Sequenase kit (United States Bio-
chemicals) following the instructions of the manufac-
turer. DNA sequences of the ¢cDNA inserts and the
corresponding amino acid deduced sequences were .
deposited in the gene bank-EMBL under the accession
numbers indicated in Table 1. Nucleotide and amino
acid sequence comparisons were carried out using the
GCG package program [19].

Results

Isolation of cDNAs corresponding 1o genes induced by
water deficit and ABA: nucleotide sequence analysis

’
Out of the 27 cDNA clones initially identified from
the diffc‘rcmial screening of the substracted library
(see Materials and methods). six clones whose cor-
responding genes were induced by water deficit and
ABA treatment were selected for further characteriza-
tion. The inserts of the selected clones, rsP12, rsP18,
rsP19, rsP24, rsP25 and rsP37, were subcloned into
pPKS plasmid vectors, their nucleotide sequences were
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Table 1. Characteristics of cDNA clones and predicted proteins.

cDNA clone <DNA length Estil ¥ Y R aa Pulalivc n
(bp) MRNA length Identity, 3
(n)! % :
P12 350 1180 SbPRP-1 and -2 27,28 700 - " proline rich
P18 s25 550 - -
rsP19 445 800 PsHspl17.7 36
rsP24 644 785 MZEPLTP 49 -
spP2s 443 850 PGmPMI 10
P37 1100 1180 SbPRP2 27 . : : PVPRP2-37
et from el horeti ility in northern hybridizati 2C 10 the proteins that p the hi amino acid (aa) scquence
23522357 of SbPRPI and against aa 195-"30 of SbPRP2; bagainst aa 81-155 of PsHspl17.9:

homology in fasta and blasl analyses: ?against aa
“against lhe whole polypepude MZEPLTP. dagainst aa 80-152 of pGmPAMl; fagainst aa 66-146 of SbPRP2. ?Putative |denmy of the rsP gene
vulgaris; PRP. LEA. HSP and LTP define the protein families to which the gene p: the 12

aﬁcr the dash l:orresponds 1o the cDNA clone number.

obtained and the corresponding putative proteins were
deduced. Some characteristics of the cDNA clones and
their predicted proteins are shown in Table 1.

The analysis of the rsP24 sequence showed a com-
plete ORF encoding a putative 116 amino acids poly-
peptide. The deduced protein presents similarity with
LTPs from different plants [41, 50], showing the
highest identity (57%) with a maize LTP, MZEPLTP
{50]. The properties of the deduced protein are com-
mon to plant LTPs: a low molecular weight, a basic
isoelectric point, similar hydropathic profile, conser-
vation of relative position among conserved cysteine
residues and the presence of a putative signal pep-
tide, MATLNSACVVAVLCLVVLTAPTAHA, in the
amino-terminal region [reviewed in 32].

In the case of the rsP37 cDNA clone, sequence
analysis shows an incomplete ORF lacking the initi-
ation ATG codon and encodes for an 89 amino acids
polypeptide that is 98% identical to the soybean PRP2
gene [28]). This sequence consists of almost perfect
reiterations of the decamer PPVEKPPVYK that char-
acterizes PRP2 protein{{28]. The 3’ non-coding region
in rsP37 shows 72% identity with the 3’ non-coding
region of the soybean prpl gene. These structural sim-
ilarities strongly suggest that rsP37 encodes for a bean
PRP2 protein. A putative PRP is also encoded by the
rsP12 cDNA clone which contains a partial ORF cor-
responding 10 a 29 amino acid polypeptide that shows

70% identity with both soybean PRP! [27] and PRP2
carboxy-terminal regions [28). However, the partial
polypeptide encoded by this clone presents only one
copy of the PPVEKPPVYK decamer. This would make
it compatible with both type 1 and type 2 PRPs, but
given that the rsP12 clone is not fuli-length we cannot
hypothesize the type of PRP encoded. The 3’ non-
coding region contained in rsP]2 also presents a high
conservation with the 3’ non-coding regions from soy-
bean prp genes (70% identity with Sbprp3, Sbprp2 and
Sbprpl) [27, 28]. This high sequence conservation in
non-coding DNA regions among prp genes from dif-

ferent plant genera may indicate the presence of a func-

tional domain within this region. It has been shown that
a protein binding domain in the 3’ untranslated region
of a prp-mRNA from bean, different from the ones
reported here, modulates transcript stability [55].

The rsP19 nucleotide sequence predicts an incom-
plete ORF that encodes a 77 amino acid polypeptide
showing significant homology to class-1 Imw-HSPs.
The highest identity (81%) detected was to the Pisum
sarivurn HSP17.9 protein [37). As with other Imw-
HSPs, the carboxy-terminal region of the predicted
polypeptide contains the GVLTV motif present within
a hydrophobic domain [44]. strongly suggesting that
rsP19 encodes a Imw-HSP.

Clone rsP25 encodes a 91 amino acids polypeptide
which shows a high similarity to group 4-LEA proteins
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from different plant genera. In particular, it presents
86% identity to the carboxy-half of the 18 kda soybean
maturation protein GmPM1 belonging to the group
4 (family D-113) of LEA proteins {10). This data
suongly suggest that rsP2S contains the 3’ half of a
lea gene encoding a group 4 PvLEA protein.

The cDNA clone rsP18 shows a complete ORF
with two putative start codons. Upstream and in the
same ORF that the first presumed methionine start
codon, there is a stop codon (UAA) which defines
the first methionine as the beginning of the full length
polypeptide (Figure 1A). In contrast to the other rsP
clones, the rsP18 nucleotide and deduced amino acid
sequences (Figure 1A) did not show significant homo-
logy with any sequences deposited in the data banks.
However, analysis of the deduced protein sequence
showed two striking characteristics distinctive of LEA
proteins: a high hydrophilicity and the lack of cystein
and wyptophan amino acids [21] (Figure 1B). As
observed in other LEA proteins, the predicted poly-
peptide is glycine- and lysine-rich, and the hypothetical
secondary structure shows predominantly random coils
{21]. In addition, the predicted polypeptide shows a
short hydrophobic region whose conformation appears
to be as a non-amphiphilic a-helix near the carboxy
end (Figure 1B). These characteristics, together with
the data that the rsP18 transcript is accumulated to
high levels in dry embryos (see below), strongly sug-
gest that rsP18 encodes a LEA protein. However, the
lack of known homologues and the absence of the con-
served domains described for the known LEA proteins
[21] suggests that this predicted protein corresponds to

a novel LEA-Jike protein.

Eaxpression parterns of the rsP corresponding genes
during water deficirt, in dry seeds and during

germination.

In order to determine the relative abundance of tran-
scripts for the different rsP clones under water defi-
cit conditions, northern blot experiments were carried
out using total RNA obtained from S-day old bean
seedlings which were transplanted to control or water-
deficient vermiculite (¥, = —0.35 MPa) and main-
tained under these conditions for 24 h. As shown in
Figure 2A, all rsP transcripts accumulate in bean seed-
lings in response to water deficit wreatment at simil-
ar levels, with the exception of rsP18 which, under
these conditions, accumulates 3-fold over the other

transcripts.

e &8 R BT
aso

reE P8 5V VRTY

aToamxo s
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Figure 1. Predicted primary and sccondary structure of the LEA
protein encoded by the rsP18 cDNA. A, Nuclcotide and deduced
amino acid-sequences of the insert in rsPI8: putative initation and
termination codons are shown in bold. and the underlined nucle-
olide sequence shows the probable palyadenylation signal. B. The
hydropathic profile of the PvLLEA-18 and a schematic description of
its predicted secondary structure This anlaysis was made using the
W in S Analysis Pack . ‘a”and ‘R’ indicate a-helix

structure and coil pred P ely.
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As mentioned above, rsP18 and rsP25 encode putat-
ive LEA proteins. A functional characteristic of lea
transcripts is their high accumulation in dry seeds [20,
8]. To look at rsP transcript accumulation levels in dry
embryos, northern analysis was carried out using total
RNA obtained from bean dry embrionary axis. rsP18
and rsP2S5 transcripts show a high accumulation, 29-
fold and 180-fold, respectively, compared to irrigated
conditions (Figure 2A). These results support the evid-
ence that these rsP clones encode LEA proteins, Fur-
thermore, Figure 2A shows that rsP19 transcripts are
also highly a_ccumulatcd (53-fold) in bean dry embry-
os. Accordingly, rsP19 encodes for a putative Imw-
HSP (see above) whose homologous transcripts have
also been reported to be accumulated in dry seeds of
other plant genera [13 and references therein].

Characteristically, lea and lmw-/isp transcripts dis-
appear during germination [2]. Accordingly, it would

T ot .
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rsP25 *
Pviead-25
rsP18
Pvlea-18
rsP19
Pvhsp17-19
28S-rRNA

48 (hours)

Figure 2. Expression patierns of the rsP genes during water dcﬁc-l
treatment, late embry and ger To cl-
ative abundance of the rsP transcripts similar sizes probes we: and
the same cpm quantities were employed in every hybridization assay.
Pannel A shows the accumulation patierns of the rsP vranseripts dur-
ing water-deficit treatment and in dry bean embryos. Total RNAs
were obtained from <ccdlmgs grown in the dark for 4 day and trans-
1 to v (W, = —0.35 NPa) (WD) or
o well watered vermiculite (V. = —0.074 MPa) (C) during 23 h.
Total RNA was also obtained from embryonary axis excised from
bean dry secds (E). Total RNASs (5 ug) were clectrophoresed. blot-
ted to nylon membranes and hybridized against the indicated probes
containing the same cpm amount. Hybridization against a 28S-rfRNA
probe was used as a RNA loading control. The hybridization signals
were qu:muﬁcd using the 1.D Ana.lysxs Program from Bio.lmage
¢ The values. normalized with those

obt:.uned for the "SS rRNA hybridization, are shown below cach
lane. Pannel B shows the expression patterns of rsP18. rsP19 and
rsP2S ransenipts during germination. In this case total RNAs (5 ug)
obtained from dry sceds (time 0) and from germinating sceds 2, 4, 8,
12, 24 and 48 h after imbibition were loaded on the gel. The resulis

shown in this figure were reprod inli experil

be expected that rsP18, rsP2S and rsP19 mRINAs show
a similar behavior. To test this, northern blot analysis
was carried out using total RNAs obtained from dry
and germinating seeds after 2, 4, 8, 12, 24 and 48 h
of imbibition. As shown in Figure 2B, all rsP mRNAs
remained unchanged during the first 12 h of imbib-
ition, subsequently the abundance of the three tran-
scripts began to decrease and by 48 h after imbibition
none of the transcripts could be detected as expected
for lea and Inmnw-hsp genes (Figure 2B).

- .
Effect of ABA and water deficit treatmenis on the
expression of rsP genes in different plant organs

To determine if the rsP genes show organ-specific
expression we hybridized the clones againsttotal RNAs
isolated from roots, stems. and fully expanded leaves
of 21-day old control and water- stressed bean. The
results obtained indicated that transcript levels of five
of the rsP ¢cDNAs show a higher accumulation under
water deficit in roots than in other plant organs (stems
or leaves). In contrast, the /7/p mMRNA accumulation is
higher in stems and leaves than in roots (Figure 3).
Also, it was observed that the Pilea transcripts (rsP25
and rsP18 cDNA clones) were the only transcripts
not present in detectable levels under irrigated con-
ditions, whereas the other rsP transcripts (Pyv/ispl 7-79.
Pvprps and Pviip) seem to respond to other stimulj,
possibly modulated during plant development, in spe-
cific regions of control plants. For example, it can be
seen that the Pvispl7-19 and the Pvprp transcripts are
present in roots but not in stems or leaves of well-
watered plants. A similar situation occurs with the
Pvlip-24 transcript which can be detected in the aer-
ial regions, but not in roots, of plants grown under
irrigated conditions (Figure 3).

The expression pattern of the rsP transcripts after
ABA treatment of 21-day old bean plants (see Mater-
ials and Methods for details) was also analyzed. ABA
(0.1 mM) was applied to the soil in the wattering solu-
tion and by spraying the aerial regions. Interestingly,
the ABA treatment induces the accumulation of the rsP
transcripts with the same pattern as the water deficit
treatment: those genes highly induced by water defi~
cit in roots are also induced at similar levels by ABA;
likewise, the Puvirp-24 gene shows the same level of
induction by water deficit and ABA in stems and leaves
(Figure 3). These results indicate that the ABA and/or
water deficit dependent transcription of the rsP genes
is modulated in an organ specific manner.
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EXPRESION DE LLOS GENES DE RESPUESTA A SEQUIA EN LAS DIFERENTES
REGIONES DE CRECIMIENTO DE HIPOCOTILOS DE FRIJOL

1. Justificacidn

Si recordamos el apartado sobre los efectos del déficit hidrico en el
crecimiento, en el Capitulo 1 introductorio. se explicé que para que se produzca
el fenémeno de expansién celular se requiere del concurso de dos factores: una
pared celular extensible y un grado minimo de una fuerza motora constituida
por la presién de turgor, ejercida contra la pared celular. El turgor se consige a
través de la entrada de agua en la célula vegetal, razén por la cual el
crecimiento celular es tan sensible al déficit hidrico en tejidos aéreos, donde la
evapotranspiracién diurna hace que el turgor se encuentre frecuentemente
cerca del umbral de rendimiento o valor por debajo del cual ya no se consigue

la deformacién plastica de la pared. Para asegurarse una activa entrada de agua
incluso, por

ta pérdida por evaporacién e,
induciendo una

turgor y que compense
Este

las plantas llevan a cabo un ajuste osmético

que genere
tejidos en proliferacién y crecimiento.

déficit hidrico,

acumulacién de osmolitos en los

ajuste osmético supone el mantenimiento de potenciales hidricos madas negativos
las células maduras. Todo o&6rgano

en las célujlas en crecimiento comparadas con
tiene una pequefia regidon_de divisién c¢elular donde las células se encuentran en
continua mitosis. Esta 2zona se continida con la regién_ de _elongacién_ y
diferenciacién celular, donde las células aumentan varias o muchas veces su
volumen, adquiriendo una forma y funcién determinada. Finalmente, existe una
han dejado de crecer, que se conoce como regién .

diferenciadas poseen paredes

regién donde las células
células ya plenamente
(Fig. 2). Por lo general, cuando se
factores

madura. Aqui, las

celulares mads desarrolladas y rigidas

caracteriza en plantas la induccién de un gen que responde a

medioambientales, se suele investigar la expresién diferencial del gen en los

diversos 6rgano de la planta. Pero casi nunca se analiza la expresién especifica

de un gen en las diferentes regiones de crecimiento de un &rgano. Este tipo de
como aquéllos que

andlisis se ha limitado udnicamente a ciertos grupos de genes,
codifican para algin tipo de proteina de la pared celular por su relacién con los
caso de

mecanismos que determinan su grado de extensibilidad. Este es el
diversas proteinas estructurales [revisado en Keller, 1993 y

Showalter, 1993].

de la pared
5



Dada la regulacién diferencial del estatus hidrico en las distintas
regiones de crecimiento de un &érgano, consideramos un andlisis novedoso el
estudio de la expresién de nuestros genes de respuesta a estrés osmotico en
cada regi6én de crecimiento del hipocotilo de plantulas de -Phaseolus

vulgaris.
Esto nos podria aproximar a la funcién de cada gen en tanto que pueda
pa‘rlicipar en el proceso de generacién de twurgor, en modificar la pared

celular,etc., y pueda darnos

informacién acerca de la naturaleza de los factores
involucrados en la

induccién del gen. como la pérdida de turgor la disminucidén
del potencial hidrico o factores asociados al estado de desarrollo.

2. Hipodtesis

El estatus hidrico de las regiones de crecimiento del hipocotilo modula
la expresion de genes de respuesta a estrés osmdético

3. Objetivos

1. Determinar la acumulacién del transcrito correspondiente a cada
clon de ADNc en las diferentes regiones de crecimiento de hipocotilos de
plantulas etioladas de Phaseolus vulgaris bien irrigadas o sometidas a déficit
hidrico.

2. Correlacionar dicha expresién diferencial con
que obtengamos de las plantulas de Phaseolus
tratamientos:

- valores de potencial hidrico, potencial osmdtico y presiéon de turgor
obtenidos en cada region de crecimiento del hipocotilo
- tasa de crecimiento.

los datos fisioldgicos
vulgaris sometidas a los mismos

4. Resultados y discusiéon

4.1. Determinacién de las_ regiones de crecimiento del hipocotilo v

efecto del estrés en el crecirniento de pldntulas de P. vulgaris
En estudios sobre la capacidad de crecimiento de diferentes zonas del
hipocotilo de soja, asi como en otros donde se caracterizan proteinas de pared
celular en dicho sistema [Nonami y Boyer, 1989; Creelman et al., 1991], se
diferencid entre la regién de division (regién apical con baja tasa de
elongacidén): regién de elongacién (regién sub-apical con alta tasa de
elongacién): y regién madura (regidn basal sin capacidad de elongacién). EI
hipocotilo de frijol es casi idéntico al de soja. por, lo que fue ficil identificar
dichas regiones en nuestro sistema. Esta eleccién fue confirmada a 1la vista del
grado de diferenciacién de los tejidos obtenidos de cada regién y observados al

6



microscopio &ptico (ver en el Cap. 3). En la Fig. 2 mostramos el aspecto de un
hipocotilo donde se indican las regiones de crecimiento. En nuestro sistema se
determind ademads el efecto del déficit hidrico en el crecimiento del hipocotilo
de plantulas de P. vulgaris. Estos y otros datos fisiolégicos son parte de los
resultados de. la tesis de licenciatura de la Ingeniero Quimico Claudia Smith
Espinoza, que fue desarrollada en el laboratorio [Smith, 1997]. Comprobamos
que el déficit hidrico disminuye la tasa de crecimiento del hipocotilo de
plantulas etioladas. El mayor nivel de inhibicién lo medimos a las 24h de
tratamiento, donde las pldantulas estresadas crecian a una velocidad 81.6%
menor que las control. También verificamos que la rehidratacién de las
plantulas estresadas permitié una progresiva recuperacién de su tasa de

crecimiento [Smith, 1997].

4.2. Determinacién _de _los valores de potencial hidrico v osmdtico de
cada_regién _de_ crecimiento.

Los valores de potencial hidrico (W¥w) y osmético (W¥s) se calcularon
experimentalmente mediante un psicrometro segin describimos en materiales
y métodos. La presién de turgor (‘¥ p) se determind restando el valor absoluto
de ‘¥'s al valor absoluto de ¥ w, o sea:

Wp =I1"¥sl - I'Fw!

Los resultados (Fig. 2) muestran que la sequia produce una importante
pérdida de turgor en la regién madura del hipocotilo, mientras que no ocurre
€sto en las regiones de crecimiento. La razén de esta diferencia de
comportamiento la encontramos en los valores del Ws. Mientras que la regién
madura posee un valor maids positivo de Ws, y apenas lo modifica en respuesta a
déficit hidrico, las regiones de divisién y elongacién poseen un valor de “¥s mis
negativo y, en respuesta a déficit hidrico, lo disminuyen ain mads. En términos
biolSgicos esto significa que en condiciones de irrigacién O6ptima, las regiones de
crecimiento acumulan mds osmolitos que la regién madura. Ademds, a
diferencia de la regién madura, las regiones de crecimiento se ajustan
osmoticamente durante el déficit hidrico a través de l!la acumulacidn de
cantidades atin mayores de osmolitos. ’
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Yw = -7.0 % 1.35 bar Yw = -9.83 + 1.02 bar
D | ws= -10.9% 0.75 bar AW¥p=0.63 p W¥s = -13.0 = 1.35 bar

W¥p = 3.85 bar Wp = 3.22 bar

WYw =-8.9 +x 0.74 bar
E | ¥s=-11.9+0.96 bar
¥Yp = 2.80 bar

Yo = -6.5 + 0.75 bar

E | ws=-9.2 +0.96 bar A‘Pp# - 0.10
Wp = 2.70 bar

CONTROL SEQUIA

Yw = -8.82 + 0.85 bar
M| ws =-851%x1.14 bar
¥Yp = 0.31 bar

Y = -5.8 * 1.14bar
Vs = -8.2 * 0.85 bar AW¥p= 2.05
¥Yp = 2.36 bar

M

vulgaris y sus

Fig. 2: Descripcién de las regiones de crecimiento del hipocotilo de P~. 3
valores de potencial hidrico (¥W) v osmético (¥ s). asi como de la presién de turgor

(‘Vp). AWp representa la pérdida de turgor por sequia [Smith. 1997].

4.3. Regulacién de los genes de respuesta a sequia en las regiones de

crecimijento

analizamos el comportamiento

Mediante experimentos tipo northern,
regiones de

de los transcritos de los genes de respuesta a estrés en las
8



crecimiemto, descritas en la Fig. 2. obtenidas de plintulas trunsplantadas 24h a
vermiculita control o vermiculita poco hidratada (Flg “3). o En:la Fig. 4 se muestra

un esquema de los datos obtenidos en los e\penmemox tipo northern.

- PviealVv-25
Pvlea-18

Pvitp-24

Pvprp-12

Pvprp2-37

Pvhsp17-19

ARN-28S

Fig. 3: Expresién de los genes de

diferentes regiones de crecimiento de
sometidos a déficit hidrico (S).

respuesta a sequia en . las
hipocotilos control (C) o

Podemos observar, como ya se ha descrito en el aruculo. que los genes
correspondientes a la LTP y a las PRPs acumulan ciertos miveles de transcrito
en condiciones control. En el. caso del gen de fa LMW-HSP. ‘no se. observa
transcrito en el hipocotilo ' de plantulas control porque n e< s -condiciones - sélo
se acumula en la raiz (ver arucu\o) La ‘acumulacién: .del. —‘\R\‘m ‘del-. gen Pvlea 18
en la regién de elongacién del lnpocoulo'de pldmula\ bxcn lrrmddas es - un
resultado inesperado que exp\oraremox enielsiguiente; capuulo ‘El gen PvilealV -
25 no posee niveles detectables  de:. tmn\crno en el hlpocoulo de plzinu_:las
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control. En respuesta a déficit hidrico, los genes correspondientes a LEAs, LTP y
PRPs acumulan su transcrito en las regiones del hipocotilo que verifican una
mayor pérdida de turgor. Esto indica que para estos genes la pérdida de turgor
puede ser el factor determinante de su expresién. Este no seria el caso del gen
Pvhspl17-19, que, durante el déficit hidrico, acumula principalmente su
transcrito en la regién de divisién. Consideramos de gran interés la expresién

diferencial de este gen.
cotiledones

D —

E1—®

E2 -

M —

Pvlealv-25 Pvitp-24 - Pvprps Pvhsp17-19 Pvilea-18

Fig. 4: Esquematizacién de las regiones donde se acumulan los transcritos de
los clones en condiciones de déficit hidrico.

Dado que todos los genes responden a la aplicacién de ABA, deben
existir sefiales adicionales que determinan la acumulacién mayoritaria del
transcrito de Pvhspl7-19 en la regién de divisién. De nuevo aqui, nos
encontramos con un ejemplo mds de la dominancia de factores especificos de
desarrollo sobre la expresién dependiente de sequfa.'Recordemos que en el
articulo destacamos la dominancia del control 6rgano-especifico sobre la
expresién por sequia y ABA de los genes que estamos caracterizando.

Sobre la relacién entre la expresién de estos genes en las regiones de
crecimiento y la posible funcién bioldgica de las proteinas para las que
codifican, sélo podemos especular: )
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-PvLEAILV-25: posible osmoprotector en células de la regién madura
que, siendo incapaces de recuperar el turgor, estdn sufriendo dafios en
estructuras celulares. En el capitulo 4 se desarrollard una discusién sobre el
papel de las LEAs en la osmoproteccién

- PVLEA-18: igual que en el caso anterior. Sobre su presencia en la
regién de elongacién del hipocotilo de plantulas control, pensariamos que juega
un papel en el proceso de expansién celular, probablemente como atrapador de
agua (funcién compatible con la de osmoestabilizador).
capftulo 3, a pesar de ser la region madura y
acumulacién de transcrito en sequia, es

Como veremos en el
la raiz las que inducen mayor

en las regiones de crecimiento del
hipocotilo, en las plimulas y en el cotiledén. donde la proteina mas se acumula.

- PvPRPs: Las proteinas ricas en prolina (PRPs) constituyen una

familia de proteinas bdasicas que se secretan a la pared celular [revisado en
Keller, 1993]. En soja muestran diferentes patrones de expresién por desarrollo
seglin se trate de uno u otro miembro de la familia. Por ejemplo, SbLPRPI1 esta
presente en la regién de crecimiento de la raiz y en la regién madura del
hipocotilo y del tallo de Soja. SbPRP2 se expresa en la regién apical de
hipocotilos etiolados [Hong et al., 1989)], y. a través de una regulacién mediada
por fitocromo, deja de expresarse en la regidn apical y pasa a expresarse en la
region madura del tallo de plantas iluminadas [Marcus et al., 1991}). Ambas
proteinas se inducen por dafio mecdnico {Suzuki et al.,, 1993] y, en el caso de
una PRP de frijol, en respuesta a dicho estimulo o a tratamiento con elicitores,
se insolubiliza en la pared por efecto de entrecruzamiento oxidativo mediado
por H202. Este entrecruzamiento también se regula por desarrollo, siendo mayor
en lugares donde el crecimiento se ha detenido [Bradley et al., 1992]. Se sugiere
entonces que la participacién de las PRPs en la arquitectura de la pared celular
puede afectar los procesos de divisién, elongacién o diferenciacién a través la
regulacién de su grado de extensibilidad. En 1los hipocotilos de frijol, Ila
acumulacién de proteinas modificadoras de la pared celular por déficit hidrico
en células que ya han madurado (PvLTP-24 y PvPRPs) dificilmente tiene algo
que ver con el control del crecimiento celular. Dado que estas células ya poseian
una pared rigida antes de que fuesen estresadas, habria que buscar una
explicacidn que relacione la pérdida de wurgor con la necesidad proteger a las
células de la regién madura. La capacidad de resistencia fisica (sostén) de las
células vegetales viene determinada tanto por la presencia de la pared como
por el turgor celular generado contra ésta, por lo que la desapariciéon del turgor
deberia ser compensada con un cambio en la composicién de la pared celular
que aumentase su resistencia fisica. Las paredes de las células maduras. si bien

son mas rigidas que las de las regiones de crecimiento, también podrian ser

11



mds fragiles, lo que facilitarfa su “fractura” en aquéllas células que han perdido
el wrgor. Siendo las PRPs proteinas estructurales con capacidad para establecer

puentes covalentes con otros componentes de la pared, consideramos que su
turgor es aumentar su resistencia

funcién en las células que pierden el

mecdnica para evitar la fractura de dichas células y, eventualmente, el
doblamiento del tallo con el consecuente estrangulamiento de los vasos
conductores. -

- PvL.TP-24: La posible participacién de las LTPs en la biosintesis de
cuticula (aislante frente a la pérdida de humedad y térmico) y en la defensa
contra patégenos [Kader, 1996] tienen sentido como funciones bioldgicas
adaptativas frente a los estreses osmético (ver Cap.1). Siguiendo con la idea del
aumento de resistencia al colapsamiento celular en la region madura de
hipocotilos estresados, consideramos que las LTPs pudieran participar en la
sintesis de suberina, que estd constituida por compuestos aromditicos asociados
a ceras (cuya sintesis requiere de la participacién de LTPs). La suberina,
ademds de favorecer la retencién del agua intracelular por su naturaleza
impermeable, podria disminuir la fragilidad de la pared. Esta hipétesis, ademas,
explicaria la presencia de LTPs en las paredes de tejidos internos como el cértex
(ver Cap.l), que es dificil de conciliar con la idea de que participen itnicamente

en la sfntesis de la cuticula (en la epidermis) o como refractantes del ataque por

patégenos.

- PvHSP17-19: Ya se sabe que las HSPs de bajo peso molecular (Imw-
HSPs) funcionan in-vitro como chaperonas moleculares (ver Cap. 1). Pero, si
partimos de la idea de que las células que no regulan su turgor durante el
déficit hidrico son las que sufren mds dafio, jpor qué en la regién de divisién,
donde las células permanecen tirgidas, es donde se acumulan las lmw-HSPs?
Pensemos entonces en qué es lo que caracteriza a este tipo de células: i) estdn
constantemente duplicando el genoma; ii) su metabolismo es mucho mas
acelerado, lo que supone una tasa mayor de sintesis y degradacién de proteinas.
La correlacién entre un metabolismo acelerado y 1la presencia de HSPs la
encontramos también en el proceso de embriogénesis, y no necesariamente
asociado al estrés hidrico. Muchas evidencias sugieren que ademds de la
funcién protectora que ejercen durante el estrés por calor, las HSPs juegan un
papel importante en la proliferacién y diferenciacién celular durante el
desarrollo de los organismos, en particular, durante Ila embriogénesis y la
gametogénesis [revisar en Lindquist y Craig, 1988; Vierling, 1991]. Esto
también se ha descrito en plantas, donde se ha reportado la expresién de genes
de HSPs durante la embriogénesis somdtica [Gyérgey et al.. 1991: Bond y

Schlesinger, 1987], la embriogénesis =zigética '[Howarth, 1990: Helm y
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Abernethy, 1990: Hernandez y Vierling, 1993; Coca et al.,, 1994), y el desarrollo
del polen [Atkinson et al.,, 1993]. Es destacable que la mayor parte de los genes
descritos en estos procesos de desarrollo corresponden a I/mw-hsps. Nosotros
hemos demostrado que, a diferencia de los demds genes, el transcrito de
Pvhspl7-19 se acumula especificamente a mayor nivel en la zona de divisidén
del hipocotilo. Esto apoyarian la idea de que la funcién de las lmw-HSPs es mas
requerida en células que estdn dividiéndose. Las LMW-HSPs podrian ser
chaperonas eficaces cuando se requiere mantener alto nivel metabdlico en
condiciones de baja disponibilidad de agua. Este seria también el caso de 1la
germinacién, donde la proliferacién celular se inicia a potenciales hidricos auin
muy negativos, y donde seguin datos de Almoguera et al.,, (1993), las LMW-HSPs
permanecen estables durante varios dias después de la imbibiciédn de la semilla.
Esto justificaria ademas la necesidad de que estas proteinas se acumulen
durante’ la embriogénesis tardfa, ya que garantizaria su presencia en altas
concentraciones en el momento en que se inicia la germinacién. De forma
similar, en el meristemo de la pliantula de frijol sometida a déficit hidrico, a
pesar de mantenerse la presién de turgor, la altisima acumulacién de osmolitos
produce los valores mas negativos de W w de todo el hipocotilo (Fig. 2).

Una idea interesante a explorar se deriva de las evidencias que
indican que, si bien algunos genes responden a una pérdida de turgor celular
(PvlealV-25, Pvlea-18. Pvitp-24. Pvprps), otros parecen responder a la
disminucién en el valor del potencial hidrico celular (Pvhispl7-19). No podemos
descartar sin embargo que las senales responsables de la expresién diferencial
de los genes en distintas regiones de crecimiento sean sefales de desarrollo,
como los niveles de ciertas hormonas: citoquininas en la regién de divisién para
la expresién diferencial de la Pvhspl7-19; y auxinas en la regién de elongacién
para la expresién diferencial de Pviea-18.

Ademas de nuestros clones, ensayamos la expresién de otros genes en
las regiones de crecimiento de hipocotilos de P. vulgaris (Fig. 5). Los genes
correspondientes a un canal de agua y a la lipooxigenasa se
caracterizando también en el laboratorio.
marcador de la actividad celular.

estdn
El gen de actina se ensaydé como
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Fig. 5: Expresién de otros genes en las diferentes regiones de
crecimiento del hipocotilo control (C) o sometido a déficit hidrico

(S). Presentamos como control la hibridacién de uno de los clones
de respuesta a sequia (Pvleal/V-25). Pvracr es un gen de actina.
Pymip corresponde a una lipooxigenasa, y PVmip es un gen de

una acuaporina. Todos son de P. vulgaris,

canal de agua presenta muy_ a]_t'a‘ homologia con genes de

que se inducen:: A estas
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tejidos mas maduros, y el déficit hidrico::
Pensamos entonces que las acuaporinas
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sintesis de ABA
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relacionada con la biosintesis de hormonas de respuesta a estrés como acido
jasménico (JA) o ABA, en las que participa la lipooxigenasa [Creelman, 1995},
mientras que la disminucién .de su transcrito en las regiones de divisién vy
elongacién estd probablemente mas relacionado con la inhibicién del
crecimiento del hipocotilo durante el estrés. Los mismos resultados se
reproducen con la aplicacién de ABA a la vermiculita (Fig. 6)

D E1l E2
C S|ACS|ACS

B DA R

Fig. 6: Expresion del gen de lipooxigenasa en las diferentes
regiones de crecimiento del hipocotilo control (C). sometido a
déficit hidrico (S) y a tratamiento con ABA (A).

La cantidad del transcrito de actina (Fig. S), correlaciona con la tasa
crecimiento tanto en condiciones control como de déficit hidrico. En hipocotilos
de plantulas control, los niveles relativos del transcrito de actina estdn
claramente disminuidos en la regién madura, donde no hay proliferacién,
diferenciacién o elongacién celular. En condiciones de déficit hidrico, en la que
se detiene el crecimiento, el nivel del transcrito de las regiones de divisiéon y de
.elongacién disminuye al nivel presente en la regién madura. El comportamiento
de los genes de la lipooxigenasa y de actina durante el déficit hidrico en las
zonas de crecimiento del hipocotilo puede ser un efecto indirecto de 1la
inhibicién .del crecimiento o parte de los mecanimos moleculares empleados por

la plantula para detener el crecimiento.

IV DATOS ADICIONALES: OTROS CLONES DE ADNc

Hasta ahora hemos mostrado la descripcién de 5 de los 15 clones de

ADNc que inicialmente comenzaron a caracterizarse (Tabla.l).
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Tabla 1: Descripcion de los clones de ADNc

CLON ADNc INDUCIBILIDAD NOMBRE PRODUCTO
? Flavonol sintasa

(c:ll:8= ; NO RNAr-25S-PoliA
CLON S8 ) : rbcS1

CLON12 (+) _- (rsP12) PRP .
CLON1S . NO ?

CLON18 - S €0 I (rsP18) nueva LEA
CLON19 ] (+) (rsP19) Imw-HSP
CLON20 - - : : NO. ?

CLON24 . o (+) (rsP24) LTP

CLON2S (+) (rsP25) LEA-IV
CLON27 (+) idem (rsP18)

CLON31 +) idem (rsP24)

CLON32 -) rbecS2

CLON37 (+) (rsP37) PRP2

CLON39 (+) idem (rsP18)

Los clones de ADNc que no aparecen en el reporte dejaron de caracterizarse por
diversas razones. Los clones 27, 31 y 39 resultaron ser idénticos en secuencia a
otros que estaban siendo estudiados. Los clones 7, 15 y 20 no eran inducibles
por sequia, al menos en las condiciones experimentales que estidbamos usando
(plantulas de frijol transplantadas a vermiculita sub-hidratada. Ver el apartado

de Materiales y Métodos del articulo). La caracterizacién parcial del resto los
clones se describe a continuacién.

lon 7: ADN-riboso 1 2 i nilado
La secuenciacién completa del clon 7 nos mostré que se trataba del
extremo 3’ del gen que transcribe para el ARN ribosomal 25S (Fig. 7).
Probablemente se trate de un artefacto de la construccién de la genoteca de
ADNc. En la Figura 7 se muestra el alineamiento de secuencia del clon 7 con el
extremo 3° del gen ribosomal 25S de P. sativum. La idltima base del gen

ribosomal 25S en el alineamiento corresponde a la iltima base del clon 7 antes
de la cola de poli-A (Fig. 7).
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Clon7 cDNA 1 GACAGGTTAG TTTTACCCTA CTGATGACAG™ GTGTCGCAAT.AGTAATTCAA s0
COEITEETt PRLI L R N s ittt et

Pisum sativurm 1 GACAGGTTAG . TTTTACCCTA CTGATGACAG —-TGTCGCAAT AGTAATTCAA 49
ARNr-25S e SR
51 CCTAGTACGA GAGGAACCGT TGATTCGCAC -AATTGGTCAT CGCGCTTGST 100
(RN R NN A R N A R R A R N R R N RN N R A N
50 CCTAGTACGA: GAGGAACCGT TGATTCGCAC AATTGGTCAT :CGCGCTTGGT 89

101 TGARARGCCA GTGGCGCGAA GCTACCGTGC GTTGGATTAT GACTGAACGE 150
IR R N A R Y
100 TGAAAAGCCA GTGGCGCGAA GCTACCGTGC GTTGGATTAT GACTGAACGC 148

151 CTCTTAGTCA GAATGCGGEC TAGAAGCGAT GCGTGOGEC- —-=mmoso-o 189
RN RN Ny NN R R RN RN RN NS AN N
150 CTCTAAGTCA GAATCCGGGC TAGAAGCGAT GCGTGCGCCC GCCGTTCACT 199

- -‘—G;\'CCAG CAGTAGGGGC CTTGGICCCA GASGCACGTG CCTGTTGGTG 235
R A N R R RN AN R R N RN R
200 TGCCGACCAG CAGTAGGGGC CTTGGCCC-hA GAGGCACGTS CC-GTTGSTG 247

190 -

236 -ACCCTCGTA AGGTGAATCA GCCTTGCSAG ACGCCT-TGA AGCGCAATTT 83
LT A O A I O S I A B B S B N A e N e N I N I N NN RN

248 TACCCT-GTA AGGTGGATGA GCOTTGCGGG ACAC-TATGA AACGCAATT- 254

284 CC-ATCGAGC GG-GG--AGA ATCCTTTCSCA GACGACTTZA ATACS-GAC- 227
£ S T NS L I O O B PR v peen ot vnrntrea s rerey 10t

295 CCTATTSAGE GSCGGGTAGA ATCCTTTGCA GACGACTTAA ATACGCGATR 24

328 GGSTATTGTA AGTGGCAGAG TGSCCTTGCT GCCACGATCC ACTGAGATIC 377
IR R N A N RN
345 GGGTATTGTA AGTGGCAGAG TGGCCTTGCT GCCACGATCC ACTGASGATTC 354

378 AGCCCTTGTC GCTTCGATTC GTARAAAPRAAL ARARAAAR 388
prrsrrrper trnrir by ot
385 AGCCCTTSTC GCTTCGATTC ST $16

Fig. 7: Comparacién de la secuencia del gen ARNr-25S de Pisum sativum
con el clon 7 de ADNc. La poliadenilcién del clon7 comienza después de la
ultima base del gen ribosomal.

Los experimentos de hibridacién diferencial reflejan el grado de
acumulacién de los transcritos de los clones de ADNc en diversas condiciones
mediocambientales, asi como la abundancia relativa entre unos y otros
transcritos. En la Figura 8 se muestran los datos de hibridaciéon diferencial de
algunos de los clones de ADNc realizados por la técnica de ‘blots’ de ADN
[Covarrubias y Garciarrubio, 1993). Se puede observar que el transcrito mais
abundante de todos es el que corresponde al clon 7 de ADNc (marcado con una
flecha), tanto en la condicién control como en la condicién de déficit hidrico.
También es notoria la fuerte disminucién de dicho transcrito en plantas
tratadas con ABA. En los rastreos de los bancos de datos encontramos que
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ADN ribosomal estdn

secuencias de ADN correspondientes a esta regién del
Se

formando parte del lider de dos genes de estrés de dos especies diferentes.
trata del lider de dos genes de choque térmico, el gen /hsp86 de ratén y el gen
cMHSP18-3 de maiz. La secuencia lider "ribosomal"” presente en el clon de maiz
es reversa-complementaria a la secuencia del gen ribosomal de maiz. Aunque
todo esto puede tratarse de un artefacto, por ahora no podemos explicar el
fenémeno de poliadenilacién de un transcrito ribosomal, y no podemos
descartar que tenga un significado biolégico, tal wvez relacionado con la
regulacién por ABA de la traducibilidad de los transcritos.

BLOTS-ADN

-] L4 - e 5 .
e © 2 | dWele
- ] { l]le® . @ 2
. . - v - 4 .
"wlie e ® - -

- K .

D e . |® - ° - . ® .

13 - =

- -

- S - - - = -

ar _
ABA control sequia ’

Fig. 8: Hibridacién diferencial de algunos clones del! banco de ADNc por la
técnica de blots de ADN. Se fijan a tres filtro cantidades iguales de ADN de
diversos representantes del banco de ADNc. A partir de tejido de plantas control.
sometidas a tratamiento con ABA o a déficit hidrico. se obtiene ARN-poliA. A
continuacién se retrotranscribe la primera cadena de ADNc de cada *pool” de
ARN-poliA al mismo tiempo que se marca radiactivamente dicho ADNc¢. Cada
filtro se va a hibridar contra cada *pool” marcado de ADNc. lo que va a permitir
relativa de cada ARNm correspondiente a cada ADNc en
experimentales.[Covarrubias y Garciarrubio. 1993]

determinar la cantidad
las tres condiciones

1.2. Clon 4: homdlogo a_una_ flavonol sintetasa

En la Fig. 9A mostramos el alineamiento del clon 4 con el

codifica para una flavonol sintetasa en Perunia hibrida [Holton et al.. 1993]. El
18
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especie. El clon 4 de ADNc es muy chico, por lo que probablemente es parcial.
Aunque la regién de alineamiento es muy corta, consideramos significativo que
la maxima identidad se concentra en la regién codificante del gen de la flavonol
sintasa y que en ambos genes dicha zona de alineamiento corresponde al
extremo 3'. Pero el dato que mds refuerza el hecho de que el clon 4 corresponde
a un gen flavonol sintasa de P. vulgaris es el grado de identidad de la secuencia
de aminoidcidos obtenida de la secuencia parcial de] clon 4 comparada con el
extremo carboxilo de 1la flavonol sintetasa de P. hibrida (Fig. 9B). La
caracterizacién de este clon se detuvo porque inicialmente no logramos detectar
su transcrito mediante experimentos tipo norther a partir de ARN total de
plantulas de frijol y porque la caracterizacién de otros clones avanzaba mas
rdpidamente. Consideramos de interés retomar su estudio porque,
recientemente, A. Garay en nuestro laboratorio ha comprobado que un gen de
respuesta a estrés osmdético en levadura es homdlogo a genes de plantas que
participan en la via sintesis de flavonoides.

1.3. Clones 8 y 32: Rjbulosa 1.5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa

(rubisco)

Pensamos que seria interesante tambié€én analizar algunos clones cuya
expresién se viese reprimida por déficit hidrico y ABA (grupo 5). Para ello
procedimos a secuenciar parcialmente y a obtener datos de la expresién de los
clones 8 y 32 (Fig. 1). La secuencia parcial del clon 8 alineé perfectamente con
parte de la regién S5’ no codificante (5°-UTR) y parte de la regién codificante del
gen I de la subunidad pequefia de la enzima ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa/
oxigenasa (rbcS-I) de P. vulgaris (dato no mostrado). Existen en dicha especie al
menos 3 genes (rbcS I-1II) que codifican para tres isoformas de la proteina
‘rubisco’. La secuencia parcial del clon 32 alineé con parte de la regién
codificante del gen rbcS-II de P. vulgaris, en una zona mis préxima al extremo
3’ de dicho gen (dato no mostrado). Estos datos indican que los genes rbcS son
probablemente los mds representados en el grupo de genes inhibidos por

déficit hidrico.
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clon4
phflas
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AAa TAC AAG GAT TAT GCG TAC TG'I' AAG C’I‘T ‘AAT AAG ANC CCT CAG TGA

GTGAATCCAGCATTAAA’ZAAAAGCCGATAATGGTTTTCTTGTTGG

Clon4 YKDYA‘VY‘CKLNKXPQ
I I R Y R R R R | [
flavonot ¥ K D Y V Y C K L N K L P QO

sintasa

clon4. Cuadro A: alineamiento de secuencia con el gen de la
flavono!l sintasa de Perunia hibrida. Cuadro B: ‘ORF’ y secuencia de aminodcidos
deducida de Ja secuencia de nucleétidos. También se incluye el alineamiento de la
secuencia parcial de aminodcidos con la de la proteina flavonol sintasa.

Fig. 9: Secuencia del

la proteina mas abundante de las plantas. Se

La enzima ‘rubisco’ es
estroma del cloroplasto y que

trata de una enzima que esti presente en el
participa en la fijacién del CO2 atmosférico durante la fase no luminosa de la

fotosintesis. La enzima estd compuesta de dos polipéptidos, conocidos como la
subunidad grande (rbcL) ¥y chica (rbcS) de la rubisco. El gen de la subunidad
grande (rbcL) pertenece al genoma del cloroplasto, mientras que el de la
subunidad chica (rbcS) estd presente en el genoma.nuclear. La proteina rbcS es
translocada al cloroplasto una vez sintetizada en- el citoplasma celular. Los
diferentes componentes de la familia de los genes rbcS han mostrado tener una
regulacién diferencial controlada por diversos factores de desarrollo y
mediambientales [Manzara et al., 1991; Bartholomew et al., 1991]. reguldndose
positivamente- por luz, y negativamente por heridz:l. JA, déficit hidrico, ABA,

estrés fotooxidativoe y citoquininas. En particular. se ha comprobado que Ila
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acumulacién de los transcritos de los genes rbcS se regula negativamente por
aplicacién de ABA en embriones de trigo y guisante y, por déficit hidrico., a
través de la accién de ABA, reprime su transcripcién en hojas de tomate

{Bartholomew et al., 1991].

Tenemos datos preliminares referentes la influencia del déficit hidrico

y la aplicacién de ABA sobre la acumulacién de los transcritos de los genes rbcS
en pldntulas de P. vulgaris. Nuestros datos indican que el déficit hidrico
reprime fuertemente la acumulacién de dicho transcrito en pldntulas etioladas
de P. vulgaris y que ABA no es la mediadora de esta regulacién negativa. En la
Fig. 10A podemos ver una hibridacién tipo northern donde se compara la
acumulacién de los transcritos de rbcS en plantulas control respecto a plantulas
tratadas 24h con déficit hidrico o ABA. Aparentemente, ABA no afecta el nivel
de los transcritos mientras que el déficit hidrico lo hace muy severamente. Para
corroborar este dato se realizé una cinética de acumulacién de los transcritos a
diferentes tiempos después de transplantar pldntulas etioladas de P. rvuigaris a
vermiculita control, vermiculita deficiente en agua y vermiculita irrigada con
ABA 0.1 mM (Fig. 10B) (ver materiales y métodos en la seccién 1V de éste
capitulo). Aunque si se observa ahora un grado de disminucién del transcrito en
pliantulas tratadas con ABA después de 24h, el efecto es mads rdpido y severo en
pldntulas sometidas a déficit hidrico. En este experimento, se analizé como
control la evolucién del transcritos correspondientes a Pv/ea-18, ya descrito en
la seccién anterior, y que responde positivamente al déficit hidrico o a
tratamiento con ABA. En los genes donde ABA es mediador de la respuesta a
sequia se puede observar que la respuesta a ABA es mds rapida que a déficit
hidrico (Fig. 10B). Asi, el gene Pvlea-18 responde positivamente a la aplicacién
de ABA desde 2h después de su aplicacién, mientras que en el caso de rbcS. la
regulacién negativa por ABA comienza a ser evidente a las 24h de tratamiento.
Sin embargo, a las 12h de transplante a vermiculita sub-hidratada se observa
una disminucién en los niveles de transcrito de rbcS. Estos datos sugieren que, a
diferencia de lo que se ha reportado en hojas de guisante, ABA no parece estar
regulando directamente la abundancia del transcrito rbcS en pldntulas de P.
vulgaris, por lo que deben existir sefales alternativas a esta hormona que estdn
regulando negativamente la sintesis de la subunidad pequefia de la enzima
rubisco durante déficit hidrico en dicho sistema. Quizd la diferencia de
comportamiento entre lo reportado en guisante y frijol es que en el primer caso
se usan hojas iluminadas, y el nuestro es un sistema etiolado. El principal
regulador de los genes implicados en la fotosintesis es la luz, efecto que
nosotros quitamos en nuestros experimentos para evitar interferencias con los
efectos directos de déficit hidrico o ABA. Es posible que ABA regule

negativamente la expresién de los genes activados por fitocromo. que es el
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fitocromo, que es el sistema que regula la expresién por luz en las plantas.
Recordemos, por ejemplo, que el elemento de regulacién ACGT esta presente
tanto en los promotores de genes que responden a ABA (caja ABRE), como en

° los promotores de los genes que responden a luz (caja G).

A A C S

Pvilea-18

PvrbcS

ARNTr-28S

Pvilea-18
Fig. 10: Regulacién de la acumulacién del transcrito del gen rbcS por efecto
del déficit hidrico y de la hormona ABA. SA: Acumulacién de los transcritos en
pldntulas de 3d transplantadas a vermiculita bien hidratada con una solucién de
ABA (0.1 mM) (A ): bien hidratada con agua (C): o deficiente en agua (S). 5B: .
Acumulacién de los transcritos después de transplantar pldntulas de 5d a
vermiculita en las condiciones descritas en 5A. Una vez transplantadas, se
colectaron pldntulas a las 0, 2, 4, 8. 12 y 24 horas. Plintulas sometidas a déficit
hidrico durante 24 h fueron rehidratadas y colectadas 12h después (R).




vV MATERIALES Y METODOS

Los siguientes procedimientos experimentales estdn descritos en el
articulo (seccion 1I):

- Material vegetal y condiciones de crecimiento

- Determinacién de la tasa de crecimiento del hipocotilo de plantulas
de P. valgaris.

- Medicién de los valores del potencial hidrico de la vermiculita.

- Aislamiento de ARN y anailisis tipo northern

- Marcaje radiactivo de sondas de ADN.

- Construccién de la genoteca de ADNc y aislamiento de clones
inducidos por déficit hidrico y ABA.

- Anadlisis de secuencia del ADN.

- Medicién de los potenciales hidrico y osmdtico de las regiones de
crecimiento de los hipocotilos de pliantulas de P. vulgaris.

Respecto al anélisis de la expresiéon de genes en
crecimiento de hipocotilos de P.
descritas anteriormente cortando
secciones eran

las regiones de
vulgaris, se dividieron las zonas de crecimiento
los ‘hipocotilo de plantulas con bisturi. Las
inmediatamente almacenadas en presencia de nitrégeno liquido
y guardadas a -80°C antes de ser homogeneizadas con mortero. El material

homogeneizado era usado para la extraccién de ARN total y su posterior anilisis
en experimentos tipo northern.
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VI CONCLUSIONES

1. Hemos clonado y caracterizado 6 genes que responden a déficit
hidrico y a la fitohormona ABA en P. vulgaris. El anilisis de sus secuencias ha
demostrado que codifican para una proteina de embriogénesis tardia (PvlealVv-
25), para una proteina de choque térmico de bajo peso molecular (Pvhspl7-19),
para una transferasa de lipidos (Pvitp-24) y para dos proteinas ricas en prolina
de la pared celular (Pvprp2-37 y Pvprp-12).

2. El gen correspondiente al clon rsP18 codifica para una proteina de
secuencia desconocida, pero que posee las caracterfisticas estructurales propias
de una proteina LEA, como alto contenido en glicinas y en aminodcidos

cargados, y alta presencia de regiones no estructuradas a lo largo del
polipéptido.

3. Las caracteristicas de expresién del gen correspondiente al clon
rsP18 también se ajustan a la de los genes de las proteinas LEA: fuerte
acumulacién del transcrito en la semilla seca e inducibilidad por ABA y déficit
hidrico en los tejidos vegetativos. Hemos clasificado entonces a este gen como
un nuevo componente de los genes de embriogénesis tardia de plantas, y lo
hemos llamado Pviea-18.

" 4. Todos los genes muestran una expresién transitoria durante la
respuesta de la planta a déficit hidrico moderado (W w = -3.5 bares), que es
maxima en torno a las 16h o 24h de tratamiento.

5. La rehidratacién de las plantas produjo respuestas variadas entre
los diferentes genes. Mientras que los transcritos de algunos desaparecen pocas
horas despues de la rehidratacion (PvlealV-25 y Pvlea-18), otros mantienen o
incluso reinducen transitoriamente su ARNm (Pvitp-24 y Pvprps), dandonos
una idea de la diversidad de estimulos que participan en la regulacién de
algunos de los genes.

6. Establecimos algunos de los estimulos diferentes al déficit hidrico
que participan en la induccién de estos genes: factores de desarrollo (pviea-/8,
Pvhspl7-19, Pvihip-24 y Pvprps); dano mecdnico (Pviip-24 y Pvprps) y choque
térmico (Pvhspl7-19 yPvilealV-25).

7. Salvo el gen correspondiente a la LTP, todos los genes acumulan
una mayor cantidad de transcrito en la raiz’' de plantas sometidas a déficit
hidrico. lo que indica una mayor capaidad de respuesta de este este 4Srgano a
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estas condiciones de estrés.

8. La induccidén de estos genes por ABA o sequia estd subordinada a
un control especifico de desarrollo (expresién diferencial segiin el S6rgano de
que se trate o segin el estadio de desarrollo de los tejidos dentro de un 6rgano).

9. La mayor parte de los genes se inducen mayoritariamente en
tejidos en los que se verifica una pérdida de turgor. Sin embargo, el gen
. Pvhspl7-19 se expresa en aquellos tejidos que verifican valores muy negativos
de potencial hidrico, aunque no haya pérdida de turgor.

10. Ademids de su regulacién por déficit hidrico, el gen Pvlea-18 se
expresa en la regiéon de elongacién del hipocotilo de plantulas bién hidratadas.

11. En nuestras condiciones experimentales, registramos una
disminucién del 81 % en la tasa de crecimiento de plantulas de frijol sometidas
a 24h de déficit hidrico. Dado que las regiones de divisién y de elongacién del
hipocotilo mantienen intacta la presion de turgor, consideramos que la pldntula
inhibie su crecimiento durante el estrés.

12. Aparte de modificar la composicién de sus paredes celulares, las
pldntulas podrian inhibir el crecimiento del hipocotilo durante el déficit hidrico
a través de la regulacién negativa de genes implicados en la maquinaria general
del crecimiento celular, como la sintesis de actina y el metabolismo de la
membrana plasmadtica.
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The Major Intrinsic Protein (MIP) is a large family of integral membrane proteins with six putative
transmembrane domains conserved throughout evolution. Members of this family have been
identified in many organisms, ranging from bacteria to mammals. Functional data has been reported
for some members of the different subfamilies (Chrispeels and Agre, 1994; Agre ez al., 1995). There
are MIPs that are thought to constitute relatively simple but selective channels for a variety of ions
or small uncharged molecules. In the case of the bacterial glycerol facilitator GIpF, it has been
shown that it facilitates glycerol, other polyhidric alcohols, urea and glycine uptake into E. coli
(Maurel er al., 1994). For the bovine prototype MIP26, there is data showing that it serves as
voltage-dependent anion channel (Ehring er al., 1990). Other MIP members have been shown to
facilitate transport of water in plants and animals which are known as aquaporins (Chrispeels and
Agre, 1994; Chrispeels and Maurel 1994). Different subfamilies have been identified by sequence
comparisons which allows to distinguish animal and plant genes and that may help to recognize
different functions of MIPs (Yamada er al., 1995). Interested in the function of proteins involved in
water or solutes transport, we isolated a member of the MIP gene-family from common bean
(Phaseolus vulgaris) using as probe a pea cDNA encoding a putative turgor responsive MIP
(Guerrero ez al., 1990). The sequence analysis of the putative PvMip-1 indicated that it can be
classified within the subfamily of plant MIP genes encoding aquaporins. Northern-blot analysis
showed that the PvMip-1 transcript is present in roots, leaves and stems. In spite of the high
homology with the pea turgor responsive PsMip-7a ¢cDNA, drought and ABA treattments do not
lead to an induction of the PvMip-1 transcript accumulation. In contrast, a reduction in the PvMip
transcript levels was detected in response to long water deficit treatinents. Similar expression
patterns have been found in some A. rhaliana aquaporins transcripts (Kammerloher er al., 1994).
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Table 1. Characteristics of a cDNA from common bean encoding a putative aquaporin.

Organism:
Phaseolus vulgaris L. cv negro Jamapa.

Gene product:
PvMip-1 cDNA encodes a putative water-channel protein (aquaporin) and belongs to the
Major Intrinsic Protein (MIP) family.

Source:
A cDNA library in lambda gtl1 was constructed from poly(A+) RINA of water deficit- and
ABA-treated 21-day-old bean plants.

Method of isolation:
Library was screened by using the turgor-responsive 7a cDNA clone from pea (Guerrero er
al., 1990 ) as hybridization probe. A full-length cDNA clone was isolated and subcloned
into pBluescript. The complete nucleotide sequence of both strands was obtained.

Characteristics of cDNA:
PvMip-1 cDNA has a length of 1213 bp from which 312 bp correspond to the

3'-untranslated region. PvMip-1 cDNA shows 80% homology, within the coding region,
with the pea cDNA clone 7a previously identified as a putative aquaporine.

Structural features of the deduced protein:
e open reading frame of the PvMip-1 cDNA clone encodes a protein of 289 amino acids

Th

with a predicted molecular mass of 30.8 kDa and isoelectric point of 8.3. The deduced
protein sequence shows six putative transmembrane regions and the MIP family consensus
sequence NPA. At the amino acid level, PvMip-1 exhibit an identity of 89.5% with the 7a
protein from pea (Guerrero er al., 1990) and 88.5% with the TMP-C A. thaliana
transmembrane protein (Kinoshita er al., 1994)

Expression characteristics:
imilar levels of the 1.2-kb PvMip-1 transcript were detected in well- irrigated and

S
water-limited etiolated seedlings and mature green plants. Additionally, the PvMip-1
transcript was not responsive to ABA treattments and was absent in bean dry seeds and

nitrogen-fixing nodules.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DEL GEN Pviea-
18 Y DE SU PRODUCTO DURANTE LA RESPUESTA AL
DEFICIT HIDRICO Y DURANTE EL DESARROLLO DE

PLANTULAS BIEN IRRIGADAS

L JUSTIFICACION Y ANTECEDENTES

Hemos caracterizado la expresion de Pviea-18, probablemente un
nuevo representante de las familias de genes lea, de embriogénesis tardia, que
responde a estrés osmdético en plantas (Cap. 2). A diferencia de los datos
reportados para este tipo de genes, como es el caso del gen PvlealV-25 de frijol
perteneciente a una familia conocida de genes lea, hemos encontrado que
Pvilea-18 se expresa durante el desarrollo normal de pldantulas bien irrigadas de
Phaseolus vulgaris (Cap. 2), y que lo hace en una zona especifica: la region de
elongacién del hipocotilo. Como caracteristica particular adicional también
habiamos observado una reinduccién temporal de su expresién durante la
recuperacion del crecimiento, verificado en pldntulas sometidas a déficit hidrico
después de que hubieron sido rehidratadas (Cap. 2). La expresién de este gen
en la regién de elongacién de hipocotilos de frijol, donde se verifica un proceso
de ajuste osmético dirigido a estimular el proceso de expansién celular, asi
como en pldntulas que verifican una activa recuperacién del crecimiento, indica
qQue la proteina PvLEA-18 podria jugar un papel en el proceso de generacién de
turgor celular, similar al de los osmolitos celulares, o que el gen Pvlea-18 es
sensible, a diferencia de otos genes /ea, a la variacién de potencial hidrico
determinado por el ajuste osmético en la zona de clongacién celular. Esto
supondria la participacién de la proteina PvLEA-18 en procesos no descritos

hasta la fecha para este tipo de proteinas.

II. HIPOTESIS

La acumulacion del transcrito y de la proteina correspondientes al gen
Pvlea-18 se estimula por la disminucién en los valores de potencial hidrico de
los tejidos vegetales, ya sea por causa de un estrés osmético medioambiental o
por mecanismos de ajuste osmdético durante el desarrollo normal del organismo.



III. OBJETIVOS

Mediante experimentos de tipo northern analizaremos la expresién del
gen Pvlea-18 durante el desarrollo de plintulas de frijol bién hidratadas o
sometidas a déficit hidrico, y lo compararemos con los datos de la acumulacidn
de la proteina PvI.LEA-18 en las mismas condiciones, obtenidos de experimentos
tipo western y de su inmunolocalizacién en tejidos de frijol infiltrados con

parafina.
IV. RESULTADOS Y DISCUSION
1. Purificacién de Ila proteina PvLEA-18

Para disponer de anticuerpos dirigidos contra el producto del gen
Pvlea-18, necesitibamos obtener la proteina PvLEA-18 pura. Para ello
clonamos el ADNc correspondiente al gen Pvlea-18 en un vector de expresion
replicable en la bacteria E. coli, dado que dicho ADNc contiene el marco abierto
de lectura completo de nuestro gen [Colmenero-Flores er al., 1997]). Se empleé el
vector pGEX-3, donde el gen clonado queda como fusién traduccional de un gen
que codifica para la enzima glutatién transferasa (GST) [Ausubel ez al., 1994}).
La sobreexpresién en E. coli del gen quimérico desde el promotor del gen de la
p-galactosidasa, produce una sobreacumulacién de la proteina hibrida GST-
PvLEA-18 en la bacteria (Fig. 1, carriles 1-4). La proteina de fusién fue
posteriormente purificada por cromatografia de afinidad a partir de una resina
que contiene la malécula glutatién, substrato de la enzima GST (Fig. 1, carriles

5-8). :
2. Sintesis y caracterizacién del anticuerpo anti-PvLEA-18

La proteina de fusion se inyecté en un conejo para inducir la sintesis
de anticuerpos policlonales segin los métodos convencionales descritos por
Harlow y Lane (1988). A partir del suero sanguineo obtenido del conejo, se
purificé la fracciéon de IgG segin se describe en la seccién de materiales y
métodos. Posteriormente, se purificaron por cromatografia de afinidad los
anticuerpos que reconocen especificamente a la proteina de fusion GST-PvLEA-
18 (ver materiales y métodos). El anticuerpo fue ensayado en un experimento
tipo western a partir de extractos de proteinas obtenidos de raices de plantulas
sometidas a déficit hidrico y de pldantulas control. Elegimos la raiz porque ya
habiamos comprobado que se trata del 6rgano que acumula mayor cantidad de
transcrito en plantas estresadas [Colmenero-Flores et al., 1997]). El ensayo
muestra el reconocimiento de un polipéptido de 14 KDa cuya acumulacién se
induce en condiciones de déficit hidrico (Fig. 2A).



anticuerpos levantados contra la region GST de la proteina de fusién, realizamos

mismo ensayo de competencia empleando diferentes concentraciones de la

el
coli

proteina GST. Esta proteina fue purificada a partir de una cepa de E.
portadora del plasmido pGEX-3 en el que el gen Pviea-18 no habifa sido
subclonado. Este ensayo se muestra en la Fig. 2C, donde se aprecia que el
antigeno GST no bloquea el reconocimiento de la proteina de 14 KDa y si lo hace
la proteina de fusién GST-PvLEA-18, con lo que queda demostrado que la
proteina de 14 KDa es reconocida especificamente por anticuerpos generados
contra el antigeno PvLEA-18.

Dado que el peso molecular estimado del producto del clon de ADNc
correspondiente al gen Pviea-18 es aproximadamente de 9 KDa, y la banda
reconocida en tejidos de frijol migra como una proteina de 14 KDa en un gel
SDS-PAGE, consideramos que debiamos demostrar que el gen Pvliea-18 codifica
para una proteina de un peso molecular aparente de 14 KDa. Para ello hicimos
un ensayo tipo western a partir de una cepa de levadura que expresa el clon de
ADNc correspondiente al gen Pvlea-18 (Fig. 2D), y demostramos que su
producto se desplaza en la posicién correspondiente a 14 KDa. Esto puede
deberse a una migracién anémala, a modificaciones postraduccionales de 1la
proteina en ambos organismos o a ambas razones.

3. Pviea-18 es un gen de embriogénesis tardia cuyo transcrito se
reinduce durante el desarrolloe de la plantula

En el capitulo 2, la acumulacién de una gran cantidad del transcrito del
gen Pvlea-18 en la semilla seca del frijol, la rdpida desaparicién del transcrito
del eje embrionario durante la germinacién, la composicién de aminodcidos
deducida del gen y las caracteristicas estructurales derivadas de la secuencia
deducida de aminodcidos, nos permitié6 postular que se trata de un nuevo gen
de embriogénesis tardia (lea), a pesar de que su secuencia no es homéloga a la
de ningidna proteina o genes conocidos. Para confirmar inequivocamente si
PvLEA-18 es una nueva proteina LEA, desarrollamos inicialmente dos lineas de
aproximacién experimental: i) comprobar si PvLLEA-18 se acumula al final del
desarrollo embrionario, periodo en el que la semilla adquiere tolerancia a la
desecacién y pierde un 90-95% de su contenido’ en agua; y ii) comprobar si el
transcrito y la proteina desaparecen de los tejidos de la pliantula durante y
despues de la germinacién. Para abordar el primer punto, analizamos por un
ensayo tipo western la presencia de PvILEA-18 durante la maduracién del fruto
del frijol (Fig. 3). Como se aprecia en dicha figura, la proteina PvLEA-18 sdlo
estd presente en los frutos secos de frijol, por lo que se confirma que ésta se
sintetiza durante la etapa tardia de la embriogénesis.



Fig.1: Purificacién dc PvLEA-18 como proteina de
fusién GST-PvLEA-18 c¢n E. coli transformada con cl

. vector pGEX-3 en cl que sc¢ ha subclonado cl gen
Pviea-18. 1 Marcadores de peso molecular. 2 Extracto

. total de protcinas de E£. coli transformada con el
vector de expresién en ausencia del inductor IPTG . 3
Idem, tras 1 hora dc induccién con IPTG. 4 I/dem, tras
3 horas de¢ induccién con IPTG. § extracto dc
protecinas del lisado de E. coli después del tratamicnto
de adsorcién de GST-PvLEA-18 a la resina de agarosa-
glutatién. 6 Proteinas que quedan cen ¢l buffer de
lavado tras ¢l lavado de¢ la resina de agarosa-
glutatién-GST-PvLEA-18. 7 Protecina GST-PvLEA-I8
purificada tras la clucién de la resina con glutation

reducido.

A través de un ensayo de competencia, donde el antisuero es

bloqueado con diferentes cantidades de proteina GST-PvLEA-18 antes de usarlo
en ensayos tipo western contra extractos totales de raiz de pldantulas estresadas,

pudimos comprobar que el polipéptido de 14 KDa era especificamente
reconocido por los anticuerpos dirigidos contra la protel’na de fusion (Fig. 2B).
Para demostrar que la proteina de 14 KDa no estia siendo reconocida por
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Fig.3: Acumulacién de PvLEA-18 en el periodo final de la embriogénesis.
(A) Aspecto de los frutos de Phaseolus vwulgaris durante su maduracién,
desde que el ovario acaba de ser fecundado en la flor (1 y 2) hasta que el
fruto ha completado su maduracién y sus tejidos se han deshidratado (13).
(B) Western blot de extractos de proteinas obtenidos de algunos de los
frutos mostrados en la imagen (A). El numero presente en cada carril
corresponde la numeracién de la figura (A) y al estado de maduracién del
fruto ensayado.

Para cumplir con el segundo objetivo, y para avanzar en la caracterizacién
de la expresién del gen Pvlea-18 en pliantulas control (segin comprobamos en
el Capitulo 2), estudiamos el comportamiento de su transcrito y su producto
durante la germinacién y el establecimiento de la pldantula mediante
experimentos tipo northern y western respectivamente. Para ello usamos
tejidos obtenidos del eje embrionario seco, de la germinula y de diferentes
6rganos de la plintula durante su desarrollo (Fig. 4). En la Figura 4A
observamos que el transcrito de dicho gen desaparece completamente del eje
embrionario durante las primeras 48h de desarrollo, como ya habiamos
comprobado previamente [Colmenero-Flores et al., 1997]. Sin embargo, la
proteina disminuye muy ligeramente su presencia en dichos tejidos y permane-
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del anticuerpo anti-PvLEA-18. (A) Ensayos tipo western

Fig. 2: cCaracterizacién
preinmune, a partir de extractos de proteinas de

con el suero inmune o el
irrigadas (C) o de pldntulas sometidas a déficit hidrico
Se realiza un

realizados
rafices obtenidas de pldantulas bien
.(S). (B) Ensayo de competencia contra el antigeno GST-PvLEA-18.
extractos de rafz de pldntulas estresadas a partir de
GST-

experimento tipo western con
antisuero preincubado con diferentes concentraciones de la protefna de fusién
PvLEA-18: O ng en el carril 1; 50 ng en el carril 2; 500 ng en el carril 3; y Sug en el carril
4. (C) Ensayo de competencia contra el antigeno GST. Se procede de la misma forma que
pero ahora empleamos como antigeno diferentes concentraciones de la

en la Figura (B),

proteina GST: O ug en el carril 1; 5 ug en el carril 2; y 50 pug en el carril 3. Como control,
en el carril 4 se muestra el resultado del ensayo tipo western cuwnando se wusa un
anticuerpo preincubado con 5 ug de la protefna de fusién GST-PvLEA-18. (D) Ensayo tipo
western donde se reconoce al producto del gen Pvlea-18 sintetizado en Saccharomyces
cerevisiae. El carril 1 corresponde a un extracto de una cepa de levadura transformada
2 corresponde a un extracto de levadura transformada
3 corresponde a

con el vector pRS699; el carril
mismo vector donde se ha subclonado el gen Pvlea-18; y el carril

con el
un extracto de semilla seca de frijol.
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Fig.4: Comportamiento del transcrito y de
durante la germinacién y el establecimiento de la pldntula. (A) Ejes
embrionarios de semillas secas (0d); plintulas completas de uno (Id) o
dos dias (2d) de edad; y las raices e hipocotilos de pldntulas de tres (3d),
cuatro (4d) y cinco (5d) dfas de edad se usaron para extraer ARN total y
proteina. El material se empled respectivamente en un ensayo tipo
northern a partir de la sonda correspondiente al ADNc del gen Pviea-18
y en un ensayo tipo western con el antisuero anti-PvLEA-18. (B).
Comportamiento del transcrito del gen Pvlea-18 durante el desarrollo’
posterior de la plintula. Se extrajo ARN total de la regién de crecimiento
y de la rajz de hipocotilos de frijol a diferentes dias de desarrollo. .y ‘se’
empleé en experimentos tipo northern. (C) Estudio, mediante - ensayo
tipo northern, del transcrito del gen Pv/ea-18 en cotiledones durante el

crecimiento de la plantuala.



ce muy acumulada en el eje embrionario a las 48 horas de desarrollo. Después
de la desapariciéon del transcrito, el gen se vuelve a inducir, primero en 1la
radicula, coincidiendo con su desarrollo mas precoz, y posteriormente en el
hipocotilo, también coincidiendo con el inicio de su elongacién, que se efectia
con retraso en comparacién con la raiz. La reinduccién del gen en la raiz es
transitoria, por lo que después de una midxima acumulacién del transcrito al
tercer dia, éste disminuye progresivamente, siendo imperceptible el quinto dia
de desarrollo. Extrafiamente, no se aprecia una reacumulacién de la proteina en
radiculas de tres dias, a pesar de la elevada acumulacién de su mensajero.
Posteriormente, y en concordancia con la disminucién del transcrito, la proteina
acaba por ser indetectable en raices de pldantulas de cinco dias (Fig. 4A). En el
hipocotilo, a pesar de no haber ARNm de Pv/ea-18 en plantulas de tres dias, la
proteina no desaparece. La reinduccién del gen en este 6rgano comienza a
observarse en pldintulas de cuatro dias, aumentando posteriormente (Fig. 4A).
Se puede apreciar un comportamiento diferencial en la relacién ARNm/proteina
entre la raiz 'y el hipocotilo. Esto podria ser consecuencia de un proceso de
regulacién postranscripcional que determina una menor acumulacién de
proteina en la raiz y que describiremos mas adelante. Por los datos que
presentamos en el Capitulo 2 y que confirmaremos méas adelante, sabemos que
la reinduccién del gen Pviea-18 en el hipocotilo durante el desarrollo de
plantulas bien hidratadas ocurre especificamente en la regién de crecimiento de
dicho 6rgano. Para ver si dicha reinduccién también es transitoria, como en la
raiz, analizamos la presencia del transcrito del gen Pviea-18 en la regién de
crecimiento del hipocotilo y en raices de plantulas bien hidratadas a lo largo de
un espacio de tiempo mdas prolongado (Fig. 4B). Pudimos comprobar que el
transcrito se acumula progresivamente en la regién de crecimiento del
hipocotilo durante el desarrollo de la pldntula , y que no se vuelve a observar
una reinduccién de la expresiéon de Pviea-18 en la raiz. A diferencia del
comportamiento de Pvlea-18 en la raiz y en el hipocotilo, en los cotiledones no
se reinduce la expresién del gen durante el desarrollo de la plantula (Fig. 4C).
Como era de esperar de un gen lea, el transcrito de Pvlea-18 desaparece del eje
embrionario y de 1los cotiledones durante la germinacién y el inicio del
establecimiento de la pldantula. Asi mismo, disminuye drasticamente la pesencia
de la proteina. Sin embargo, el gen se reinduce transitoriamente en la radicula
emergente y, posteriormente, en la regién de crecimiento del hipocotilo, donde
el transcrito y la proteina (ver adelante) permaneceran acumulados . durante el

posterior desarrollo de la plantula.




4. PvLEA-18 es una proteina termoestable que se
abundantemente en los tejidos vegetales

Las proteinas LEA hidrofilicas se caracterizan entre otras cosas por
en un buffer salino después de calentar un extracto
vegetal a temperaturas cercanas a los 100°C [Dure III, 1993)]. También se ha

comprobado que son proteinas muy abundantes en las semillas secas, donde
miembros de diversas familias de proteinas

la presencia del conjunto de los
0.3 mM [Dure III, 1993]. Siguiendo con la

LEA se ha estimado en torno al
caracterizacién de la proteina PvLEA-18 desde la perspectiva de que se trata de

una nueva proteina LEA de plantas, decidimos determinar si, como esperamos
de una proteina muy hidrofilica, probablemente no globular, ésta proteina
permanece soluble tras un tratamiento de calor. Una proteina no termoestable
permanece soluble al hervor en presencia del detergente, pero se coagula y
precipita durante la centrifugacién después de un tratamiento de calor en
ausencia del detergente. Para determinar la resistencia frente a la coagulacién
de PVvLEA-18 tras un tratamiento de calor, hervimos tres extractos iguales de
proteinas solubles de semilla seca en ausencia © en presencia de un detergente
(SDS) y centrifugamos posteriormente dichos extractos (Fig. S). La presencia de
cantidades similares de proteina después de hervir y centrifugar los extractos
en presencia o ausencia de SDS, confirma que PvLEA-18 es termoestable.

mantenerse solubles

Fig.5: Ensayo de termoestabilidad
de PvVvLEA-18. Tres extractos
idénticos de protefna soluble de
semilla seca Phaseolus vulgaris,
resuspendidos en buffer PBS e
inhibidores de proteasas, se
Ilevaron a una concentracién
final de 5% de SDS (1), 1.5% de SDS
(2) y sin SDS (3) previamente a un
tratamiento de hervor de 10 mnt y
de centrifugacién (14.000 g) de 1S5
mnt. Cada sobrenadante se empled
en un ensayo tipo western con el
antisuero anti-PvLEA-18

Para determinar la abundancia de PvLEA-18 en los tejidos vegetales,

empleamos ejes embrionarios de 36h de desarrollo (36h después del inicio de
las semillas), en los que la cantidad de proteina total es
tejidos vegetativos estresados durante 24h seglin datos de
La estimacién se realizé a partir de la proteina de fusién

tipo western en el que se

la hidratacién de
similar a la de

inmunolocalizacién.
purificada, que se usé como patrén en un ensayo

acumula



comparan cantidades conocidas de la proteina GST-PvLEA-18 con diferentes
cantidades del extracto vegetal (Fig. 6). Un analisis densitométrico de las
sefiales correspondientes a la banda del4 KDa comparado con la curva estdndar
obtenida de los valores de las bandas del patrén GST-PvLEA-18, indicé que hay
3ng de PVLEA-18/nl de extracto. Considerando el contenido de agua del
material fresco, la concentracién de buffer en el extracto de proteinas liofilizado
y el peso molecular de PvVvLEA-18, pudimos estimar que la concentraciéon de
PvLEA-18 en embriones de 36h de desarrollo es de 0.51 uM (consultar
materiales y métodos para los detalles del cidlculo).

Fig.6: Cuantificacién por western blot

Proteina de fusion pura (ng) de la abundancia de PVLEA-18 en un
tejido vegetal. Cantidades conocidas de la

50 5 10 5 2.5 1 -50 .25 protefina de fusién se corrieron en SDS-
e ) e PAGE junto con diferentes volumenes de

un extracto vegetal obtenido de
embriones de 36h de desarrollo, que fue
liofilizado y resuspendide en buffer de
de carga. Se realizé un ensayo tipo
western a  partir de dicho gel de
acrilamida usando el anticuerpo anti-
PvLEA-18. Con los valores relativos de la
sefial de las bandas de Ila proteina de
fusién, obtenidos por densitometria, se
. KA o 2 realizé una curva estindar que, con los
5 a3 1 .75 .50 .30 .10 .075 valores de las bandas de 14 KDa del

extracto vegetal, permitié determinar la

Extracto vegetal (ul) cantidad de proteina PvLEA-18 por
unidad de volumen del extracto vegetal.

La concentracién de PvLEA-18 seria mucho mayor en embriones secos,
donde hay mads cantidad de proteina y mucho menor contenido de agua.
Estimando un 5% de contenido en agua y 2-3 veces mayor cantidad de proteina
(Fig. 4A), la concentracién de PVLEA-18 pasaria a ser en torno a 15 pM. Esta
concentracién, si bien es 20 veces menor que la cantidad estimada para el
conjunto de los componentes algunas familia de proteinas LEA, sigue siendo
abundante para una sola proteina. En ciertos tejidos vegetativos sometidos a
déficit hidrico, la cantidad de proteina es similar a la de embriones de 36h (ver
m4is adelante), pudiendo ser la concentracién de PvLEA-18 mucho mayor en el
nidcleo de las células donde PvLEA-18 se acumula y en las vesiculas del xilema
a juzgar por la seiial de inmuolocalizacién de la proteina (ver mas adelante).



5. PvLEA-18 pertenece a una familia de proteinas conservadas entre
especies de plantas distantes

1

-

;.k; Siendo una proteina nueva, sin homologia con ninguna otra caracterizada

hasta la fecha, nos preguntamos si forma parte de una familia de proteinas con
- representantes en otras especies vegetales. Con vistas a futuro, nos interesa
s determinar grado de conservacién que mantiene PVLEA-18 con sus homélogos
en otras especies, lo que determina el grado de restricciones evolutivas
impuesto a esta proteina, aproximindonos a nociones como la conservacién de
una funcién celular importante y/o la necesidad de mantener su capacidad de
-— interaccién con otro tipo de moléculas. Hemos empezado por buscar proteinas
reconocibles por el anticuerpo anti-PvLEA-18 en otras variedades de Phaseolus
vulgaris diferentes a Negro Jamapa, en otras dicotiledéneas y en maiz, una

- planta monocotiledénea (Fig. 7). Encontramos que en todas las plantas existen
““ proteinas relacionadas a PvLEA-18. En otras varie-
—
- Fig.7: Bisqueda de proteinas relacionadas con
- PvLEA-18 en otras variedades Y especies
s vegetales. Obtuvimos extractos de protefnas
totales de semillas secas de otras plantas: P.
— vulgaris, wvar. Negro Jamapa (1); P. vulgaris,
: var. Michoacdn (2); P. vulgaris, var. Cacahuate
— (3): P. vulgaris, var. Flor de Mayo (4); A.
thaliana (5); y maiz (7). Dichos extractos se
';‘ usaron €n un experimento tipo western con el
— anticuerpo anti-PvLLEA-18.
- dades de frijol encontramos la banda de 14 KDa,: pero también otras de alto

peso molecular. La presencia de las bandas de alto. peso molecular puede estar



relacionada con la capacidad de PVLEA-18 de formar agregados estables,
fené6meno que hemos podido observar en diversos tipos de tejidos de la
variedad Negro Jamapa en determinadas condiciones de extraccién. Las
proteinas de A. thaliana y de maiz relacionadas a PVLEA-18 también son de
muy alto peso molecular. Sabemos que en maiz la proteina de alto peso
molecular desaparece durante la germinacién, y que en germinulas sometidas a
estrés osmético se induce la acumulacién de un polipéptido de 14 KbDa
reconocible por el anticuerpo anti-PvLEA-18 (J. Vazquez, comunicacién
personal). También hemos usado el programa “T-BLAST™ para localizar en las
secuencias de nucleétidos depositadas en los bancos de datos marcos abiertos
de lectura con secuencia de aminodicidos homdéloga a la de PVvLEA-18. Pudimos
detectar un fragmento de ADN gendémico de A. thaliana cuya secuencia
deducida de aminodcidos posee un 60% de identidad y un 70% de similitud con
PvLEA-18 (Fig. 8A). Ademadas, el perfil hidropatico deducido del putativo
polipéptido de A. thaliana es muy parecido al de PvLEA-18 (Fig. 8B)

PVLEA-18: 23 LPTEDSPYVKYKDLEDYKQQOGYGTQGHQEPKTGRGAGATEAPTLSGAAFSS 73
LP E SPY KY+D+EDYK+ YGT GHQ+ K G G G T+APT SG A s
ORF A.t : 14 LPLETSPYTKYEDIEDYKKNAYGTSGHQDVKPGHGGGTTDAPTPSGDAAPS 63
B. 1.5 Phob
PVvLEA-18 (o)
-1.51
Phil
-3
1.5 1 Phob
ORF de o |
A. thaliana
-1.51
Phil
-3

Fig.8: Homologfa de PvLEA-18 con la posible protefna de A. thaliana.. (A)
Comparacién de la secuencia de aminodcidos de ambas protefnas. (B
Comparacién de los respectivos perfiles hidropdticos deducidos de sendas
secuencias de aminoidcidos.



Recientemente hemos confirmado la presencia de proteinas relacionadas a
PvLEA-18 en otras especies vegetales (datos no mostrados), entre las que se
incluye Selaginella lepidophylla, una especie perteneciente a la divisién de las
Licofitas, que actualmente son un residuo evolutivo de un grupo de plantas
muy representativas del periodo Carbonifero (hace 248 millones de aiios).
Todos estos datos demuestran que PVvLEA-18 pertenece a una familia de
proteinas altamente conservada en una amplia variedad de especies vegetales
distanciadas filogenéticamente.

6. La expresién de Pvilea-18 en la region de elongacién no es comin
entre los genes lea.

Caracteristicamente, los genes lea estin presentes en tejidos vegetativos
unicamente en condiciones de estrés osmético. Pero Pvlea-18 se reinduce en
diversos 6rganos durante el desarrollo de pldntulas bien irrigadas y mantiene
un significativo nivel de expresién en la regién de crecimiento del hipocotilo.
Esto resulta inesperado para un gen asociado a la respuesta a estrés y que esta
regulado por 4cido abscisico (ABA). En un reporte reciente se ha analizado la
expresiéon - de un gen lea perteneciente al grupo de las dehidrinas (grupo 2) en
las regiénes de desarrollo de hipocotilos de soja, comprobindose que la
preencia del transcrito es totalmente dependiente del déficit hidrico tanto en la
regién madura como en la de crecimiento [Whitsitt et al.,, 1997]. Para
profundizar méis en este fenémeno, decidimos comparar la expresién de Pvlea-
18 con la de otro gen lea de P. vulgaris, y analizar la sensibilidad de estos genes
.a ABA en las regiones de crecimiento del hipocotilo. En la Figura 9A
describimos las regiones de desarrollo del hipocotilo de frijol que van a ser
empleadas en este estudio. Junto con Pvlea-18, analizamos la expresién de
PvlealV-25 [Colmenero-Flores et al., 1997}, un gen perteneciente a una familia
lea conocida, la familia D-113 o grupo 4 (ver Cap. 1). Hicimos experimentos tipo
northern a partir de plantulas bien irrigadas, plantulas sometidas a déficit
hidrico y plantulas tratadas con ABA (Fig. 9B). Podemos observar que ambos
genes responden a tratamientos de déficit hidrico y de ABA, pero sélo el
transcrito de Pvilea-18 esti presente en tejidos control. La maxima acumulacién
de Pvlea-18 en hipocotilos de plantulas bien hidratadas se produce en la regién
de maxima elongacién, disminuyendo en las regiones contiguas (la regién de
divisién y la regién E2) y siendo imperceptible en la regién madura, lo que
confirma los resultados descritos en el Capitulo 2. También observamos
quePviea-18 sigue siendo sensible a ABA en las regiones de crecimiento del
hipocotilo, aunque estimamos poco probable que dicha hormona medie su
expresién en la regién de elongacién de pldantulas bien hidratadas.
Probablemente el promotor del gen Pvliea-18 posee elementos de control
regulables por estimulos que cliasicamente se han considerado de accién



opuesta: los relacionados con la respuesta a etrés y los relacionados con el
crecimiento. Asi, Pvlea-18 parece tener un comportamiento uUnico entre los
genes lea, y su expresién debe estar regulada por una diversidad de factores,
de los que s6lo conocemos. a algunos protagonistas.

A

“ESTYLEDONS ‘

PLUMULES ELONGATION MATURE

B

D E1 E2 M
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Pviea-18

Pvilealv-25!

Fig.9: Expresién de Pviea-18 en las regiones de desarrollo del
hipocotilo de P.vulgaris. (A) Descripcién de las diferentes regiones
de desarrollo del hipocotilo. (B) Expresién de Pvlea-18 y de PvlealV-
25 en las regiones de desarrollo de hipocotilos de plintulas tratadas
con ABA (A), sometidas a déficit hidrico (S), o bien irrigadas (C). Se
realizaron experimentos tipo norther a partir de ARN total obtenido
de las diferentes regiones descritas y se usaron como sondas los
fragmentos de ADNc correspondientes a cada gen. H

i

7. La proteina PvLEA-18 se acumula preferencialmente en las
regiones mas apicales del hipocotilo

Para estudiar el comportamiento de la proteina Pvlea-18 en las regiones
de desarrollo del hipocotilo y en la raiz de pldantulas control y estresadas,
disectamos dichas regiones y las empleamos para Jbtener proteina total.



Usamos la fraccién resistente a hervor de dichos extractos para realizar el
ensayo tipo western. También se extrajo ARN total de cada regién para
comparar exactamente la cantidad de proteina respecto al transcrito (Fig.10):

proteina
PVvLEA-18

ARNM
Pvilea-18

Fig.10: Acumulacién de PvLEA-18 en las regiones de desarrollo
del hipocotilo: regién de divisién (D); regién de elongacidn,
El1+E2 (E); y regién madura (M). También se usé la rafz (R) de
pldantulas de P.vulgaris. Dichas regiones se disectaron a partir
de pldntulas control (C) y estresadas (S), se emplearon para
extraer proteina total y se obtuvieron las fracciones resistentes
a hervor para usarlas en un ensayo tipo western con el
anticuerpo anti-PvLEA-18. También se extrajo ARN total de cada
zona para realizar un experimento tipo northern con una sonda

obtenida del ADNc del gen Pvilea-18.

Se aprercia claramente que el déficit hidrico induce la acumulacién de la
proteina PvLEA-18 en todas las zonas analizadas de la pldntula. Sin embargo, si
observamos la distribucién de PvLEA-18 en condiciones control, no
encontramos una mayor acumulacién de la proteina en la regién de elongacién,
a pesar de ser la zona de mdxima acumulacién ‘de transcrito. La mayor




acumulacién de PvLEA-18 ocurre en la zona apical o regién de divisién del

hipocotilo. En las pldntulas estresadas volvernos a encontrar otro desajuste en la
las diferentes regiones analizadas.

relacién ARNm/proteina cuando comparamos
Esta vez, a pesar de ser la raiz y la regién madura del hipocotilo las zonas con

mayor acumulacién de transcrito, la mayor acumulacién de proteina vuelve a
verificarse en la regién de divisiéon. A pesar de que existe una clara relacién
entre la induccién del gen Pvlea-18 y el grado de acumulacién de su producto,
existe otra componente que determina una mayor acumulacién de la proteina

Estos datos sugieren la

PvLEA-18 en las regiones apicales del hipocotilo.
existencia de un mecanismo de regulacién postranscripcional que opera
diferencialmente en las distintas regiones de desarrollo del hipocotilo.

la proteina PvLEA-18 es proporcional a la

9. La acumulaciéon de
tejidos vegetales.

concentraciéon de osmolitos en los
Pretendemos determinar qué factor es el responsable de la acumulacion
preferencial de la proteina en la regiéon apical del hipocotilo. Dado que dicha
estd relacionada funcionalmente con condiciones de  baja

disponidilidad de agua, decidimos determinar el estatus hidrico de Ilas
de desarrollo del hipocotilo de pldntulas de frijol. La

diferentes regiones
la disponibilidad de agua en diferentes regiones de un mismo

variacién de
6rgano vegetal no es una idea nueva, y es un fenémeno del que hemos hablado
i) la necesidad de captar agua que poseen las

proteina

en el Capitulol en relacién a:
células en activa elongacién para generar la fuerza de turgor que les permite

expanderse, y ii) la necesidad de generar un gradiente de potencial hidrico que
permita el ascenso de agua desde las raices hacia la regién apical de una
pldantula en contra de la fuerza de gravedad (recordemos que por carecer de
hojas, las pldantulas no pierden tan activamente agua por evapotranspiracién en
la regién aérea, que es lo que genera el fuerte gradiente de agua en las plantas
adultas). Es mads, en plantulas de soya, un sisterha muy similar al del frijol, se
ha medido un gradiente de potencial hidrico que es mas negativo en la regién
apical del hipocotilo y aumenta hacia la regién basal [Nonami y Boyer, 1993]. El
estatus hidrico de las regiones de desarrollo del hipocotilo se determindé en el
Capitulo 2 a través de la medicién de los valores de potencial hidrico y
potencial osmético en cada’ zona del hipocotilo de plidntulas bien hidratadas y
sometidas a déficit hidrico. Reproducimos dichos valores en la Tabla

pldantulas
1. Podemos comprobar que las pldntulas estresadas poseen potenciales hidricos
pero tanto en hipocotilos de

mds negativos en todas las regiones analizadas,

pldantulas control como de pldantulas sometidas a déficit hidrico, se produce un
gradiente de potencial hidrico que es mds negativo en la regién apical. Las
diferencias en los valores de potencial hidrico se deben a las variaciones en el
potencial osmético, que es una medida de la acumulacién de osmolitos en los te-
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Tabla1l. Estatus hidrico de las regiones de desarrollo del hipocotilo

Regiones de Potencial hidrico (Ww) Potencial osmético (Ws) Turgor (Wp)
desarrollo del
hipocotilo C S C S C S
Division: -7.03 (x 1.02) -9.83 (£ 0.70)  -10.96 (+1.35) -13.05 (+ 1.55) 3.85 a.z2
Elongacion: -6.50 (+ 0.74) -8.94 (+ 1.04) -9.20 (£ 0.96) * -11.93 (+ 1.78) 2.70 2.80
Madura: -5.88 (+ 1.14) -8.51 (% 1.31) -8.24 (+ 0.85) -8.82 (+ 1.16) 2.36 0.31

Entre paréntesis indicamos las desviaciones estandar de cada valor de un total de 30 mediciones
independientes. Se emplearon plantulas bien hidratadas (C) y sometidas a déficit hidrico (S).

Proteina PvLEA-18 Ys
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Fig.11 : Comparacioén de los valores de acumulacién del
mensajero y del producto del gen Pviea-18 con los
valores del potencial osmdtico y de turgor en las
regiones de desarrollo de plantulas .de P. vulgaris bien
hidratadas o sometidas a déficit hidrico. Los valores del
transcrito y la proteina se obtuvieron por densitometria
a partir de las bandas obtenidas de los experimentos tipo
northern y western presentes en la Fig. 10.
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jidos vegetales (ver Cap. 1). Para correlacionar la diversidad de pardmetros que
estamos manejando, la acumulacién del transcrito de Pviea-18 con la de su
producto PvLEA-18 y con los valores del estatus hidrico en cada zona de
desarrollo del hipocotilo de plantulas bien hidratadas y sometidas a déficit
hidrico, representamos esos valores en diversas griaficas (Fig. 11). Pudimos
observar que la acumulacién de la proteina PvLEA-18 correlaciona bien con los
valores de potencial osmdético en las regiones del hipocotilo, tanto en pldantulas
control como estresadas. También encontramos correlacién entre la fuerte
pérdida de turgor en la regién madura del hipocotilo de pliantulas estresadas
con una mayor induccién del transcrito en esa zona. Esta correlacién también
fue establecida para la mayoria de los genes de respuesta a estrés que hemos
caracterizado en esta tesis (ver Cap. 2). Pero la relacién entre la presencia de
osmolitos y la acumulacién de la proteina pvLEA-18 puede ser algo muy
indirecto. Es posible que esté relacionado con otros parametros propios de
células proliferativas. Para distinguir entre ambos factores, potencial osmético y
crecimiento, decidimos analizar la acumulacién de proteina en el cotiledén (Fig.
12), que no es un tejido proliferativo pero posee una acumulacién de osmolitos
aun mayor que la regién de divisién (dato no mostrado).

Fig.12: Acumulacién de
PvLEA-18 en el cotiledén de
pldntulas bien hidratadas (C)
y plintulas sometidas a déficit
hidrico (S). Se disectaron
diferentes zonas de - dichas
pldntulas: los cotiledones (Ct)
y la regién de divisién (D) y
madura (M) del hipocotilo. Se
obtuvo 1la protefna total de
cada zona y de los extractos del

hipocotilo se usaron las
fracciones resistentes a
hervor. Los diferentes

extractos se usaron en un
ensayo tipo western con el
anticuerpo anti-PvLEA-18.

Esta figura indica que la cantidad de proteina PvLEA-18 correlaciona
mejor con la acumulacién de osmolitos que con el crecimiento. Pero también
muestra otro dato muy interesante. Si volvemos a 'la Figura 4C, recordaremos
que el transcrito del gen Pvl/ea-18 habia desaparecido del cotiledén a las 48h




del inicio de la germinacién, y que no vuelve a inducirse mas en cotiledones de
plintulas bien irrigadas. Sin embargo, la proteina permanece acumulada en
dicho 6rgano después de varios dias sin transcrito, 10 que indica que no se
degrada. Esto nos permite postular que el mecanismo de regulacién
postranscripcional que opera diferencialmente en distintas regiones de la
plantula afecta a la estabilidad de la proteina, y hace a PVLLEA-18 mas estable
en tejidos donde se acumulan mayores concentraciones de osmolitos.

10. PvLLEA-18 se acumula en el

nicleo y el
variedad de tipos

celulares.

Para estudiar la distribucién de PVvLEA-18 en los tejidos de las diferentes
zonas de desarrollo del hipocotilo y en la raiz, hicimos experimentos de
inmunolocalizacién usando pliantulas bien hidratadas y sometidas a déficit
hidrico. En la Figura 13 (imigenes ampliadas x10) y la Figura 14 (imaigenes
ampliadas x15) se observa la distribucién de PVLEA-18 a lo largo de las
diferentes regiones del hipocotilo. Lo primero que llama la atencién es la mayor
acumulacién de PVLEA-18 en los tejidos de las pldntulas sometidas a déficit
hidrico. También es notoria la mayor distribucién y acumulacién de proteina en
los tejidos en crecimiento de las plantulas estresadas (Fig. 13 y 14, B y E)
comparados con el tejido de la regién madura (Fig. 13 y 14, H). Esta distribucién
diferencial de proteina se alcanza a apreciar también en las secciones obtenidas
de plantulas control en las Figuras 13 y 14 (secciones A,D,G). La proteina se
aprecia uniformemente distribuida en todos los tipos celulares de la regién de
divisién del hipocotilo de plantulas estresadas (Fig.
que nos aproxXximamos a la regiém madura, se aprecia una disminucién de
PVILEA-18 en las células parenquimadticas del cértex y la médula (Fig. 13 y 14,
H). Asi, en la regién madura la proteina queda restringida fundamentalmente al
tejido vascular y a la epidermis. Aunque la cantidad de proteina es mucho
menor en las secciones de plantulas control, su distribucién es similar a la de
las plantulas estresadas (Figs. 13 y 14, A.,D.G). Estos datos confirman los
resultados obtenidos mediante experimentos ' tipo western. La
acumulacién de PVLEA-18 en la epidermis y las capas wmas periféricas del
co6rtex puede deberse a una mayor pérdida de agua en dichos tipos celulares
por su exposicién al medioambiente. De hecho se estima que entre el 5-10% de

la evapotraspiracién en las plantas adultas ocurre directamente a través de la
epidermis [Levitt, 1980]. Otro

13 y 14, B), pero a medida

mayor

tejido de alta acumulacién de proteina es el
vascular, en el que se conduce la savia de la planta, que posee una muy elevada

acumulacién de solutos que podria atrapar agua de las células que rodean a los
vasos conductores. .

En la Figura 14, se aprecia que PVLEA-18 se acumula en los nicleos de las
células. Este fendmeno se aprecia claramente en una aproximacién 100x que

citoplasma de una amplia
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presentamos en la Figura 15, en la que se muestran células de la epidermis y
del cértex de la region de elongacién del hipocotilo de pliantulas estresadas. La
secuencia de aminodcidos de PVvLEA-18 no presenta regiones conservadas
aunque esto también ocurre comn otras

conocidas de traslocacién al nicleo,
proteinas nucleares de plantas.

La radicula y el hipocotilo de embriones emergentes de 36h de desarrollo
muestra una presencia abundante y una distribucién homogénea de PvLEA-18

en todos los tipos celulares (Fig. 16).
Es destacable la abundante acumulacién de PvLEA-18 en las vesiculas en
diferenciacién y diferenciadas del xilema en diferentes oSrganos de la pléiantula
(Fig. 17). A pesar de que este tipo de células acaba por morir precozmente
durante su desarrollo después de sintetizar una gruesa pared celular, en las
pliantulas permanecen ain vivas muchas de ellas, incluso en la regién madura.
En la vesicula diferenciada de xilema de la seccién 17E, se puede apreciar el
nidcleo celular, lo gue muestra que la célula aidn sigue viva. La abundante
acumulacién de PvVvILEA-18 en las vesiculas del xilema puede deberse al
la gran concentracién de osmolitos que la savia

fenémeno mecionado de
transportada en estas células.

N Otro tejido que acumula abundantemente la proteina PvLEA-18 es el
meristemo radicular (Fig. 18 y Fig 16A). Es interesante observar que, de forma
similar a lo que ocurre en las regiones de desarrollo del hipocotilo, en la raiz
lateral se verifica una mayor acumulacién de proteina en la regién apical
(meristemo radicular), que va disminuyendo cuando nos aproximamos a zonas

mads basales (Fig. 18B yC).

de las regiones de desarrollo del

hidrico de 6d de desarrollo.
en parafina. Se

Fig. 13: Distribucién de PVLEA-18 en los tejidos
hipocotilo de pldntulas control y plantutas sometidas a déficit
Diferentes regiones de las pldntulas fueron disectadas y embebidas
obtuvieron rodajas de 7um con el microtomo Yy se fijaron sobre portaobjetos. Tras un
tratamiento de desparafinacién, las muestras fueron tratadas alternativamente con con
anticuerpo anti-PvLEA-18 o preinmune seglin se describe en la seccién de materiales y
métodos. La presencia de la protefna PvL.LEA-18 en los tejidos vegetales se aprecia como una
coloracién azul por ser producto de la reaccién de la fosfatasa alcalina, acoplada al segundo
anticuerpo, con los substratos NBT y BCIP (consultar los materiales y métodos para mayor
informacién). Las tres filas vistas de arriba hacia abajo son secciones
transversales de las diferentes regiones (A,B,C) la zona de
divisién; (D,E,F) la zona de elongacién;
vistas de izquierda a derecha corresponden a:
antisuero anti-PvLEA-I18 a partir de pldantulas

hechas con el antisuero anti-PvLEA-18 a partir de pldntulas estresadas. Finalmente, las
reacciones hechas con el suero preinmune a partir de ldntulas estresadas corresponden a
la columna de fotografias (C,F,¥). Todas las fofograffas corresponden a ampliaciones [0x.
parénquima medular; e,epidermis.

de fotograffas
de desarrolio del hipocotilo:
(G,H,I) y la zona madura. Y las tres colunmas
(A,D,G) inmunolocalizaciones hechas con el
control; (B, E, H) inmunolocalizaciones

c, cortex; p,






En este Capitulo hemos demostrado que PvVvLEA-18 es un miembro de una
nueva familia de protefnas LEA muy conservada en el reino vegetal, cuya
acumulacién se promueve en tejidos de P. vulgaris que sufren procesos de
deshidratacién o donde se acumulan concentraciones significativas de osmolitos.
Ailin no podemos establecer la relacién existente entre la acumulacién de
osmolitos y la presencia de PVvLEA-18. Podemos pensar que las altas
concentraciones de osmolitos, al disminuir el potencial osmético (disminuyendo
el agua disponible en la célula) podria inducir una mayor expresién del gen
Pvilea-18 . Pero esto no concuerda con los datos de acumulacién de ARNm ni
explica el fenémeno de la estabilizacién de la proteina. Por otra parte, se sabe
que el ajuste osmoético que se verifica en las plantulas de algunas especies
durante su aclimatacién al déficit hidrico [Meyer y Boyer, 1979; Meyer y Boyer,
1981; Creelman et al. 1990], se desrrolla principalmente a través de la
acumulacién de carbohidratos solubles. Esto se ha comprobado en soya [Meyer
y Boyer, 1981] y en trigo [Munns, 1979]. Recientemente se ha sugerido que las
proteinas LEAs hidrofilicas tienen 1la capacidad de unirse fuertemente a
carbohidratos solubles [Walters et al., 1997]. Este fenémeno podria explicar la
mayor estabilidad de PVvLEA-18 y, por lo tanto, su mayor acumulacién en la
regién apical del hipocotilo. Creelman et al.,, (1990) reportaron también un
aumento en el contenido de azicares en los meristemos de raices la terales de
plantulas de soya sometidas a déficit hidrico, donde hemos detectado una
importante acumulacién de PvLLEA-18 en los experimentos de
inmunolocalizacién. Asi, la presencia de PVLEA-18 en tejidos o células en los
que se verifica una alta acumulacién de osmolitos (embiones, germinulas, la
regién de crecimiento del hipocotilo, los meristemos de raices laterales y las
vesiculas del xilema) podria estar relacionado con la capacidad de esta proteina
hidrofilica no globular para capturar agua y/o proteger macromoléculas
celulares en células con una baja disponibilidad de agua. La presencia de
PVvLEA-18 en una gran variedad de tejidos y tipos celulares diferentes, asi como
en distintos compartimentos celulares (al menos el citoplasma y el nicleo),
sugiere que esta proteina desarrolla una funcién osmoprotectora general.

Fig. 14: Distribucién de PvLEA-18 en los tejidos de las regiones de desarrollo del
hipocotilo de pldntulas control y pldntulas sometidas a déficit hidrico. Se procedié segin se
explica en la Figura 13. La distribucién de las secciones es idéntica a la de la figura 13.
Todas las imdgenes estdn ampliadas x15. ¢, cértex; p, parénquima  medular; e,epidermis.
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15: Acumulacién de PvLEA-18 en los nicleos
B de células de la epidermis y el cdrtex de la region de

. division de pldidntulas sometidas a déficit hidrico. Se
procedié conforme a Jo descrito en la Figura 13. La
imagen esti ampliada x100

Fig.

n de PVLEA-1S en la radicula y el hipocotilo de embriones con 36h de

Fig. 16: Distribuci
desurrollo "desde que da inicio la germinacién. Se procedié conforme a lo descrito en la
incubada con el antisuero anti-PvLEA-I8, B

13. A Sceccidn transversal de ta radicula

Figura

Seccién transversal de  la  radicula  incubada con el antisuero preinmune. € Seccién

transversal del hipocotilo incubado con el uantisuero anti-PvLEA-1S. D Seccién transversal
hipocotilo incubado con el antisuero preinmune. Las imagenes estdin ampliadas x 15, c.

! h
drtex; p. parénquima medular; e.epidermis: m.omeristemo de raiz  lateral.
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Fig. 17: Acumulacién PvLEA-18 en las vesiculas del xilema en las regiones de desarrollo
del hipocotilo y en la rafz. Se procedié conforme a lo descrito en la Figura 13. En todos los
casos Sse muestran reacciones con el antisuero anti-PvLEA-18 A Seccién transversal del
hipocotilo de embriones con 36h de desarrollo. Una célula del protoxilema estd indicada
con una flecha. Imagen ampliada x 20. B Seccién transversal de la regién de divisién del
hipocotilo. Una célula del protoxilema estd indicada con una flecha. Imagen ampliada x 20.
€C Seccién transversal de la regién madura de la raix. Una célula del protoxilema estd
indicada con una flecha. Imagen ampliada x 20. D Seccién transversal de la regién madura
del hipocotilo. Imagen ampliada x 60. E Detalle de una vesicula del xilema de la regién
madura del hipocotilo. Imagen ampliada x 100. F Detalle de un’grupo de vesiculas del xilema
de la regién madura del hipocotilo. Imagen ampliada x 40. ¢, cértex; p, parénquima
medular; x, vesicula del xilema; n, nidcleo. .
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Fig. 18: Acumulacién PvLEA-18 en las raices laterales emergentes. Se procedié conforme
a lo descrito en la Figura 13. En todos los casos se muestran reacciones con el antisuero
anti-PVLEA-18 A Seccién transversal de la regién madura del hipocotilo y seccién
longitudinal de una raiz Ilateral emergente de una pldntula sometida a déficit hidrico,
incubada con el antisuero preinmune. Imagen ampliada x 20. B Seccién transversal de la
regién madura del hipocotilo y seccién longitudinal de una raiz lateral emergente de una
plantula sometida a déficit hfdrico, incubada con el antisuero anti-PvLEA-18. Imagen
ampliada x 20. C Detalle de la seccién longitudinal de la'rafz lateral, incubada con antisuero
anti-PvLEA-18. Imagen ampliada x 40. ¢, cértex;: p, parénquima medular; vc. cilindro
vascular; e, epidermis; rt, meristemo radicular; re, cofia.






V. MATERIALES Y METODOS

Los siguientes métododos son iguales a los ya descritos en el Capitulo 2 de

este trabajo:
: Material vegetal y condiciones de crecimiento

Mediciones de los potenciales hidricos y osméticos
Aislamiento de ARN y ensayo tipo northern

- Marcaje de las sondas
Cuantificacién de las bandas de autoradiografias por densitometria

A continuacién describo los métodos nuevos empleados en este capitulo

del anticuerpo

Purificaciéon de Ia proteina PvLEA-18 y produccién

El ADNc correspondiente al gen Pvlea-18 se cloné el vector pGEX3 para la
sobreexpresién de dicho gen en E. coli [Ausubel et al.,, 1985]. La proteina
PvLEA-18 fusionada a la enzima glutatién transferasa (GST) se purificé por
cromatografia de afinidad usando una resina de agarosa con la molécula
glutation acoplada segin se describe en [Ausubel et al., 1985}. Usando como
la proteina de fusién GST-PvLEA-18, se produjeron anticuerpos en
conejo segiin los métodos convencionales descritos por Harlow y Lane (1988).
Después de eliminar las células del suero sanguineo por centrifugacién, la
fraccion de IgG se purificé por el método del dcido caprilico/sulfato de amonio
Harlow y Lane (1988). Los anticuerpos que reconocian especificamente a GST-
PvILEA-18 se purificaron por inmunoafinidad usando dicho antigeno
covalentemente acoplado a Sepharosa-4B activada con Bromuro de Ciandgeno
(Sigma). El acoplamiento se llevé a cabo a 4°C durante 12h. Los sitios libres se
saturaron con ectanolamina (0.2 M) durante lh. La resina acoplada se tranAsfirié

antigeno

a una columna y se empleé en la purificaciébn del anticuerpo segiin se describe
be en [Harlow y L.ane, 1988].
Extraccion de proteinas y analisis tipo western
Los tejidos vegetales se homogeneizaron en un mortero en presencia de
nitrégeno liquido y se incubaron en ‘una solucién de acetona que conticne dcido
tricloroacético (TCA) al 2% y 2-mercaptoetanol al 0.3% v/v. Después de
centrifugar, las proteinas, el pellet se lavé tres veces con acetona 100% a -20°C.
I.a pastilla resultante se secé al vacio y se resuspendié en solucién laemli
(Laemli, 1970). Cuando se requeria de extractos de proteinas
hervor, la pastilla seca se resuspendié en solucién PBS conteniendo 400 mM de
Na Ci, se hirvié durante 10 mnt y se centrifugé a 14,000 g durante 15 mnt. La
cantidad de proteina se cuantificé mediante el método de Bradford usando el
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ensayo de proteinas (Biorad) segiin describen los fabricantes. Las proteinas
totales se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE) después de hervir los estractos durante 3 mnt (Laemli, 1970). Las
proteinas resueltas en el gel SDS-PAGE se transfirieron a un filtro de
nitrocelulosa de acuerdo al método descrito por Towbin et al., (1979). Se
empleé una dilucién 1:1,500 de la fraccién de IgG del antisuero anti-PvLEA-18
o una dilucién 1:150 de la proteina inmunopurificada, asi como una dilucién
1:10,000 del anticuerpo anticonejo conjugado a peroxidasa. El revelado se
realizé con el kit de deteccién por quimioluminiscencia ECL (Amersham)

Cuantificaciéon de PvLEA-18 en tejidos de plantas

La estimacién se realizé usando a proteina de fusién purificada como
patrén en un ensayo tipo western en el que se comparan diferentes cantidades
de la proteina GST-PvLEA-18 con diferentes cantidades del extracto vegetal. Un
andlisis densitométrico de las seifiales correspondientes a la banda de 14 KDa
comparado con la curva estindar obtenida de los valores de las bandas del
patrén PvLEA-18, indicé que la seifial de 1ul de extracto vegetal equivale
aproximadamente a la de Ing de proteina purificada. Dado que la proteina de
fusién es 3 veces mias grande que PvILEA-18, la equivalencia se convierte en
3ng de PVLEA-18/ul de extracto. Como sabemos que el extracto procede de 300
mg de tejido fresco posteriormente liofilizado y resuspendido en un volumen
final de 300 ul de buffer laemli, existe una equivalencia de 1pul de extracto/mg
de tejido fresco, que segin la relacién antes calculada se convierte en 3ng de
PVvLEA-18/mg de tejido fresco, o lo que es lo mismo, 3ug de PVLEA-18/g. de
tejido fresco. Ya que la muestra se liofilizé, pudimos estimar el contenido de
agua de los 300 mg de tejido fresco por comparacién de pesos, lo que nos arrojé
una cantidad de 641 pl de agua/g de tejido fresco. Dado el peso molecular de
PVvLEA-18, correspondiente a 8.7 KDa, estimamos que en embriones hidratados
durante 36h, la concentracién de PVLEA-18 es de 0.51 uM.

Inmunocitoquimica

Se emplearon pléantulas etioladas de 5d de edad que fueron
alternativamente transplantadas a vermiculita bien hidratada o a vermiculita
subhidratada donde estuvieron durante 72h antes de ser cosechadas (ver
detalles en Cap. 2). También se emplearon ejes embrionarios de 36h de
desarrollo. El material vegetal se disecté en piezas de 4-8 mm y
temperatura ambiente durante l1h al vacio mas otras 12h sin vacio en una
solucién de fosfato de sodio 10 mM (pH 6.8) con paraformaldehido (4% peso/v),
glutaraldehido (0.25% v/v) y NaCl 1M. Los tejidos fijados se deshidrataron y

se fijé a



embebieron en parafina segiin el procedimiento descrito por Van de Wiel et al,
(1990). Se cortaron secciones de 7uM de espesor con un microtomo manual, se
montaron sobre portaobjetos y las muestras se rehidrataron segin el
procedimiento descrito por Van de Wiel et al.,, (1990). Para la reaccién
inmunolégica, las muestras se bloquearon durante 12h a 4°C en una solucién de
PBS (1x) con 0.1% de tween-20 y albidimina de suero bobino (BSA) al 5% . A
continuacién se incubdé durante 2h a temperatura ambiente con una dilucién
1:50 del anticuerpo inmunopurificado diluido en solucién de bloqueo. Después
de 4 lavados de 5 mnt con solucién de bloqueo, las muestras se incubaron con
el anticuerpo-anticonejo con fosfatasa alcalina acoplada (Boehringer) diluido
1:1,500 en solucién de bloqueo. Se realizaron 4 lavados de 5 mnt en una
solucién de PBS (1x) antes de revelar las muestras en una solucién de Tris, pH
9.5, 100 mM de NaCl, 50 mM de MgCl2, 0.2 mg/ml de Nitrobluetetrazolium
(NBT) (Boehringer) y 0.2 mg/ml de 5-Bromo-3-Cloro indolilfosfato. Las
muestras se volvieron a desidratar antes de ser montadas con Permount.
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CAPITULO 4

EL PAPEL DE LAS PROTEINAS HIDROFILICAS COMO
OSMOESTABILIZADORES EN LA NATURALEZA

I. INTRODUCCION

En el capitulo 1 hablamos de los osmolitos compatibles como las
moléculas mejor caracterizadas como osmoestabilizadores. A los osmolitos
compatibles se les ha llamado también chaperonas quimicas por su capacidad
de estabilizar proteinas y sistemas membranales en condiciones de falta de
agua y altas temperaturas. Estas moléculas sin embargo estabilizan a través de
mecanismos diferentes a los empleados por las verdaderas chaperonas
moleculares. También hemos discutido la probable implicacién de las proteinas
de choque térmico de bajo peso molecular (ImwHSPs) en dicho proceso por su
participacién en el proceso de embriogénesis tardia y en la respuesta de los
tejidos vegetativos a la deshidratacién. Las proteinas de embriogénesis tardia
(LEAs) se describieron como posibles estabilizadores en condiciones de déficit
hidrico dadas sus propiedades estructurales (polipéptidos muy hidrofilicos ¥y
extendidos), que las convierte en buenas atrapadoras de agua. Sin embargo, no
se ha podido demostrar aiin que estabilicen macromoléculas celulares. Otro
sistema biolégico muy estudiado en el que se requieren condiciones de
osmoestabilizacién y en ‘el que se han descrito. moléculas estabilizadoras
diferentes a las mencionadas, es el cristalino del ojo de los animales. En este
6rgano se acumulan en concentraciones elevadisimas diversas familias de
proteinas conocidas como cristalinas. Las unicas cristalinas a las que se les ha
comprobado wuna funcién estabilizadora in-vitrro son las o-cristalinas, que
resultaron pertenecer a la familia de las proteinas de choque térmico de bajo
peso molecular (Imw-HSPs) [revisado en Wistow et al.,, 1994].

En nuestro grupo estamos muy interesados en comprobar si la
presencia de las proteinas LEAs no es exclusiva del reino vegetal, y si proteinas
hidrofilicas homdélogas funcionan en otros organismos como mecanismo de
aclimatacién al déficit hidrico. También estamos  interesados en entender los
mecanismos de osmoestabilizacion que pudieran ejercer este tipo de proteinas.
Los mecanismos de osmoestabilizacién mejor estudiados son los relacionados
con los compuestos conocidos como osmolitos compatibles. A continuacién
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presento una pequeina revisién sobre este tema.
1. Osmolitos perturbadores y osmolitos compatibles
disminuyen la estabilidad de las
la conformacién nativa de las

(Por qué existen solutos que
no las afectan o,

moléculas (por ejemplo, facilitan la pérdida de
que otros, aparentemente similares,

proteinas), mientras

incluso, las estabilizan? Las sales como el KCl y el NaCl afectan a la velocidad de
catdlisis y a la Km de numerosas enzimas cuando estdn presentes a
relativamente bajas concentraciones (50-150 mM) en el interior de las células
de maliiples organismos. Pero, ademés, el i6n Na++ es mucho mds perturbador
que el ién K+, siendo ambos cationes. Por otra parte, el glicerol y otros polioles
se llegan a acumular en ciertos organismos hasta concentraciones de 4M sin que

inhiba las funciones de las macromoléculas celulares.

1.1. In i con_ligand sitjos _activos

Los osmolitos compatibles se caracterizan por no interaccionar con los
ligandos (substratos, cofactores y moduladores) de las enzimas ni con sus sitios
activos. Por ejemplo, el ién K+ interacciona con el sitio activo de la fosfoenol
piruvato carboxilasa (PEPc), aumentando su Km. La arginina ha mostrado ser un
frecuente inhibidor de enzimas, por ejemplo, de muchas enzimas glicoliticas.
Los residuos de arginina estdn presentes en los sitios activos de este grupo de
enzimas y de muchas otras, donde interaccionan directamente con los ligandos
fosforilados (cargados negativamente). La arginina libre también tiene afinidad
por dichos ligandos, por lo que impide la interaccién de estos con los sitios
activos de las enzimas. Ningiin osmolito compatible posee carga neta positiva, y
s6lo la octopina posee una carga neta negativa. Los osmolitos compatibles, por
lo tanto, carecen de cargas o son zuiteriones a pH fisiolégico [revisado en
Yancey, 1982].

i ralelismo n_el comportamient

1.2, jes de r

de_ los osmolitos orgdnicos

que las sales neutras poseen efectos muy

encontroé

Hofmeister
diferentes en la estructura y la solubilidad de las proteinas y otros coloides.
Organizé a diversos cationes y aniones en una serie donde quedaron ordenados:

o estabilizacién que ejercen sobre ‘la

segdin los grados de perturbacién .
estructura de las macromoléculas (Fig.1). Se comprobé ademids que diferentes
niveles de conformacién macromolecular eran afectados igualmente por: -los

2

b
§
i
3
g
%
i



aparecen en la serie de Hofmeister

(desnaturalizacién. agregacién-desagregacién, polimerizacién-despolimerizacién,
etc.). Se hizo ademds la observacién de que los efectos de los iones era
algebraicamente aditivo, de modo que, por ejemplo, el efecto desestabilizador
del I-, se contrarresta con la adicién de S0O42- o NHa*. Cuando se comenzaron a
caracterizar los osmolitos compatibles en la naturaleza, se comprobé que existe
un paralelismo entre los iones estabilizadores y~ los grupos funcionales de los
osmolitos organicos que favorecen la estructura nativa de las macromoléculas
(Fig.1). Segun estas observaciones, los aminoacidos son homdlogos al acetato de
amonio, la taurina al sulfato de amonio y la metilamina a las sales de amonios
cuaternarios. Asi, la naturaleza de las interacciones de los iones de la serie de
Hofmeister con las macromoléculas parece ser la misma que operan en los
osmolitos compatibles seleccionados por los organismos en la naturaleza. Con
exepcién de la prolina, todos los aminodcidos y metilaminas que funcionan
como osmoestabilizadores aumentan la temperatura de desnaturalizacién (7Tm)
de la ribonucleasa, mientras que es disminuida por la urea, la arginina y el ién
guanidina. Otra observacidén interesante es que, al igual que en la serie de
Hofmeister, el grado de metilacién de los dtomos de nitrégeno de iones amonio
es proporcional al grado de estabilizacién que ejerce el osmolito organico. La
trimetil amina N-6xido (TMAO) es mejor estabilizador de diversas enzimas
comparada con la betaina, y ésta es mejor que la sarcosina [revisado en Yancey,

1982) (ver Fig. 1).

iones en el mismo orden en que
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Fig.1: Seric de Hofmeister en el cuadro superior.

En los cuadros

inferiores se aprecia

el paralelismo de la serie de Hofmeister con la nawraleza de los osmolitos compatibles y

desestabilizadores.




2. Mecanismos de estabilizacion de los osmolitos

Aunque se sigue sin entender bien el fenémeno de la estabilizacién, se
han realizado numerosos estudios y observaciones empiricas que han permitido
ahondar en el fenémeno.

2.1. Efecto_de_los_osmolitos_sobre la solubilidad de las macromoléculas

La sales neutras afectan diferencialmente a la solubilidad de las
macromoléculas en la misma medida en que afectan a su estructura. Por
ejemplo. el sulfato de amonio, un buen estabilizador, se emplea como agente
que precipita proteinas en sus conformaciones nativas. Los procesos de
ensamblaje de las macromoléculas estin también relacionados con su grado de
solubilidad. Existe un paralelismo entre la capacidad de las sales neutras de
estabilizar la estructura terciaria de las proteinas y su capacidad de promover
mayores ordenes de organizacién estructural. Asi, la TMAO potencia
fuertemente la agregacién de la enzima fosfo-fructoquinasa (PFK),
disminuyendo su disociacién en dimeros no funcionales. De nuevo en este
fenémeno se¢ observa una correlacién de estabilizacion segin el grado de
metilacién. Las sales neutras (KCl + NaCl) producen un aumento de la fuerza
i6énica del medio, lo que induce la disociacién de H+ y un aumento de las cargas
negativas de los miofilamentos de células musculares. Esto produce una mayor
hidratacién de las fibras de los miofilamentos que conduce a su disrupcién. Este
fenémeno se contrarresta si ademds de dichas sales se afiade TMAO, ciertos
aminodcidos o glicerol [revisado en Yancey, 1982].

2.2. Efecto _de los osmolitos por_ interaccionar directamente con las

macromoléculas

Existe controversia acerca de si el modo de accién de los osmolitos
pasa por una interaccién directa con las macromoléculas o se ejerce a través de
los efectos que producen en el solvente y, por lo tanto, a través de la
interaccién entre el solvente y las macromoléculas disueltas en éste. En
cualquier caso estas posibilidades no son excluyentes. En teoria los osmolitos
pueden afectar a los grupos cargados. polares o no polares de las proteinas de
forma tal que disminuyan o aumenten sus afinidades hacia el solvente, lo que
hace que, paralelamente, pueda aumentar o disminuir sus afinidades hacia
otros grupos intra o intermoleculares [revisado en Yancey, 1982]. Se ha
propuesto por ejemplo que el glutamato, que funciona como un efectivo
crioprotector, interacciona con la superficie de las proteinas, lo que ocasionaria

un aumento de sus cargas y, en consecuencia. una mayor hidratacién de éstas.
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Esto tendria un efecto estabilizador sobre las proteinas en un ambiente de
deshidratacién. Esto no explica sin embargo que diversos osmolitos, en los que
varia ampliamente el grado de hidrofobicidad, de carga,

dipolos y de estructura primaria, sean eficaces crioprotectores de proteinas
{revisado en Crowe et al., 1990). La wmayoria de las evidencias disponibles
indican que las interacciones directas, lejos de estabilizar, desestabilizan la
estructura de .Jdas biomoléculas. Por ejemplo, el hidrocloruro de guanidina y la
urea, potentes desnaturalizantes, operan a través de una unién directa con las
proteinas (Fig. 3), que se sabe que favorecen termodindmicamente su
desnaturalizacién [Prakash et al., 1981]. Todas las sales son atraidas
electrostiaticamente por los dominios polares de las proteinas, uniéndose a ellos.
Sélo cuando esas uniones son contrarrestadas por fuerzas repulsivas,
una sal estabiliza a una proteina [Arakawa y Timasheff, 1982].

de orientacién de los

es cuando
2.3. Exclusién preferencial del osmolito

Se ha comprobado experimentalmente que los solutos que estabilizan
proteinas en solucién tienden a interaccionar principalmente con el agua, y son
preferencialmente excluidos del contacto con la superficie de dichas proteinas,
lo que supone un ordenamiento del sistema (Fig. 2). Las proteinas tienden a
mantenerse plegadas porque su desnaturalizacién aumentria su superficie de
contacto con el medio o superficie de exclusién, lo que supondria un aumento
del orden del sistema, que estid termodinimicamente desfavorecido. A 1la
inversa, si el osmolito tuviese afinidad por unirse a la proteina, estaria

termodindmicamente favorecida su desnaturalizaciéon (Fig. 3) ({revisado en
Crowe et al, 1990].



EBE 7 oBSEPTP § oboooguody 0aRD el WRES Lo 0,89

(o)
hh o) 000 . o§000 o oof
o8 %8%: %%%osoﬁ% 2e e om% 9§§Q} éj
8%°%°§%oébg% SRS

Fig.2: Teoria de la exclusién preferencial. Dado que los osmolitos compatibles
(circulos) tratan de evitar el contacto con la superficie de la proteina. se tiende a
generar un orden.. Si Jla proteina se desnaturalizase. aumentaria mucho su
superficie de exposicién al medio. lo que aumentaria el grado de ordenamiento del
sistema, Jo cual estd termodindmicamente desfavorecido. E! sistema trata de
mantener la proteina plegada, lo que supone un aumento de su estabilidad.

El grado de- estabilidad de las proteinas se deriva de ' un ' balance’ entre
los efectos desestabilizantes de los solutos con’: afinidad para’.unirse.'a ellal
frente al efecto  estabilizante de los solutos. que’ se excluyen' de :su -superficie
(Fig. 3). : S T e e [P D R




UNION PREFERENCIAL

EXCLUSION PREFERENCIAL

Fig.3: Cuando un osmolito tienc tendencia por unirse a una

protefina, facilita su desnaturalizacién

Se han estudiado diversos osmolitos con capacidad para crioproteger a
la enzima PFK. Todos los que se excluian de 1Jla enzima resultaron ser
estabilizadores, mientras que aqéllos con capacidad de unién a la PFK no
estabilizaron (Tabla 1, tomada de Crowe et al, 1990).

Tabla 1: Solutos compatibles y perturbadores

GRADO DE
ESTABILIZACION
(% DE LA ACTIVIDAD MODO DE

COMPUESTO INICIAL) INTERACCION
Glicerol 70 Exclusion
Etilén glicol 100 Exclusion
Glucosa 50 Exclusion
Sacarosa 90 Exclusion
inositol 40 Exclusion
Glicina 50 Exclusion
Prolina 50 Exclusion
Trehalosa 80 -
Acetato de sodio 80 Exclusicén
Urea [o] uUnidén
H.Cl. Guanidina o] unién
Control 0 - —

T A g i e s et



2.3. ] ran v

Cuando el agua disponible pasa de ser escasa a desaparecer, el
mecanismos de estabilizacién por exclusién preferencial deja de operar y
muchos osmolitos que eran estabilizadores en condiciones de deshidratacién
moderada, salinizacién y congelamiento/descongelamiento, dejan de funcionar
como estabilizadores (Fig. 4, tomada de Crowe et al, 1990). Este es el daso del
glicerol, la prolina, la TMAO y la glicina. Sin embargo, un grupo de osmolitos
que tienen en comin ser disacaridos (trehalosa, sacarosa, maltosa, etc.),
mantienen la estabilidad de las proteinas en condiciones de deshidrtacién
severa.

1001
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Fig.4: Capacidad de proteccién de la actividad de la enzima PFK por paric de
diversos osmolitos frenite a deshidratacién completa o deshidratacién moderada

En condiciones de deshidratacién severa los osmolitos necesariamente
penetran la capa de hidratacién de la macromolécula, por lo que el mecanismo
de estabilizacidén debe basarse ahora en algin tipo de interaccién especifica por
parte de los disacaridos. Experimentos de espectroscopia infrarroja sugieren la
participacién extensiva de puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de
la trehalosa y los residuos polares de las proteinas. deshidratadas en presencia
del disacirido. Ocurre entonces un reemplazo de las moléculas de agua por
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moléculas del disacdrido a medida que avanza el grado de deshidratacién, que
mantiene a las proteinas en su conformacién nativa [revisado en Crowe et al,
1990]. Al parecer, las mismas interacciones ocurren con los grupos fosfato de
las cabezas polares de los fosfolipidos cuando la sacarosa estabiliza sistemas
membranales frente a la deshidratacién.

2.5. Vitrificacién

Se trata de un mecanismo por el que se ha propuesto que ciertos
osmolitos compatibles, los disacdridos y oligosacdaridos de mayor tamaiio,
protejen a las células de las semillas frente a la desecacién. Se trata de de la
adquisicién de un estado de sobresaturaciéon que no conduce a la precipitacién
del osmolito, sino a la formacién de un “‘cristal liquido™ que adquiere
propiedades mecianicas de un sdélido {Koster, 1991]. En semillas secas viables de
maiz se ha demostrado el estado de vitrificacion y se ha correlacionado con la
viabilidad de la semilla [Koster y Leopold, 1991]). Se sugiere que, durante la
desecacién, el “cristal liquido™ rellena los espacios intra e intercelulares
previniendo el colapsamiento y previniendo la difusién molecular propias de la
reacciones quimicas, lo que conduce a un estado estable de quiescencia [Koster,
1991].

3. Participacién de proteinas en Ila osmoproteccién

Hasta la fecha no se ha demostrado que moléculas diferentes a los
osmolitos compatibles juegue un papel en la osmoproteccién. En ocasiones se
ha sugerido que otro tipo de moléculas pudieran participar también en 1la
osmoproteccién. Por ejemplo, en las semillas de ricino no se ha encontrado casi
ningin contenido de disacdridos u oligosacdridos, aunque posee niveles
anormalmente elevados de lipidos [Leopold, 1990]. Las esporas bacterianas
tampoco contienen niveles significativos de azidcares, pero se ha mencionado la
presencia de pequeifios péptidos hidrofilicos de 6 aminoacidos con miiltiples
glicosilaciones que podrian estar implicados en la osmoproteccién [Gould, 1986].

Ya sabemos acerca de la participacién de las proteinas de choque
térmico de bajo peso molecular (LMW-HSPs) y de las proteinas de
embriogénesis tardia (LEAs) en las plantas, tanto en el proceso de desecacién de
las semillas como en la deshidratacién de los tejidos vegetativos durante
periodos de déficit hidrico. Las LMW-HSPs, como ya mencionamos, son
chaperonas moleculares que. segin sugieren nuestros resultados, podrian ser
esenciales para asegurar un nivel de metabolismo celular en. condiciones en de
potencial hidrico muy negativo (ver en Cap. 2). Las ImwHSPs y otras proteinas
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de choque térmico a las que se les ha comprobado la funcién de chaperona
molecular tienen la capacidad de unirse a sus substratos a través de
interacciones hidrofébicas para desarrollar su funcién estabilizadora [Lee et al.,
1997]. Sobre las caracteristicas estructurales de las LEAs nos remitiremos al
capitulo 1 y 2. Respecto a su posible funcién, hemos mencionado en otros
capfitulos diversas hipétesis, como ser retenedoras de agua, solvatadoras de
estructuras citosélicas, chaperonas molecular en ambientes de deshidratacién, o
atrapadoras de iones téxicos. Es muy improbable que, en caso de que las
proteinas LEA funcionen como estabilizadores de proteinas, lo hagan a través
de interacciones hidrofébicas, como hacen las chaperonas moleculares, dado que
generalmente son completamente hidrofilicas. Las funciones generales de
proteccion de las proteinas ILEAs en las plantas serian complementarias a la de
los osmolitos, por lo que se podria esperar que, al igual que los osmolitos
compatibles, este tipo de proteinas estuviesen conservadas en la naturaleza y
presentes entre los miiltiples sistemas bioldgicos que se adaptan a periodos de
deshidratacién. Hasta 1la fecha no se ha caracterizado ninguna proteina
hidrofflica relacionada con las LEAs fuera del reino vegetal.
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II. REPORTE

PARTICIPACION DE PROTEINAS HIDROFILICAS, TIPO LEAs, EN LA
RESPUESTA AL ESTRES OSMOTICO EN ORGANISMOS DIF ERENT ES A LAS
PLANTAS

José M. Colmenero-Flores*, Adriana Garay*, Alejandro Garciarrubio y Alejandra A.
Covarrubias
* Participaron por igual en el desarrollo de este trabajo

1 Hipédétesis

Dada 1la ubicuidad de las proteinas LEA en el reino vegetal, sus
caracteristicas estructurales y su posible participacién en la aclimatacién de las
plantas al estrés osmdtico, éstas deben estar presentes en oOtros organismos.

2. Objetivos

Usando criterios diferentes a la secuencia de aminodcidos, como el
grado de hidrofilicidad y la composicién de aminoicidos, rastrearemos los banco
de datos de proteinas en la bisqueda de polipéptidos estructuralmente
relacionados a las proteinas LEAs de plantas para, posteriormente, comprobar
su participacién en la respuesta al estrés osmético.

3. Resultados y discusién

1. Bisqueda de proteinas tipo LLEA en los bancos de proteinas totales

usando_el programa “PROPSEARCH™

El primer paso que dimos en la bisqueda de proteinas tipo 'LEAs fuera
del reino vegetal fue usar un criterio mdas laxo que el empleado generalmente
para estos fines, los programas ‘FASTA’ v ° BLASTA’, que encuentran proteinas
relacionadas basidndose wunicamente en homologia a nivel de la secuencia
primaria de aminodcidos. Para ello comenzamos usando el programa
“PROPSEARCH?™, mas sensible que los mencionados anteriormente para agrupar
familias proteicas. Este programa no solo tiene en cuenta la secuencia de
aminodcidos, sino también otros parametros como el el tamano de la proteina,
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su contenido de aminodcidos, su hidropatia o su punto isoeléctrico. Las
bisquedas con *“PROPSEARCH™ se hicieron a partir de la secuencia de
aminoiacidos de la proteina PvLEA-18 y de diferentes representantes de las
diversas familias de proteinas LEAs de plantas. Encontramos que las proteinas
seleccionadas por este programa eran muy variables en cuanto a algunos de los
criterios de nuestro interés como el contenido de glicinas y la hidrofilicidad.
Ademis, considerando incluso alguna de las familias de proteinas LEA
originalmente agrupadas por el criterio secuencia de aminoédcidos, el programa
fracasé en distinguirlas como miembros de la misma familia. De todas formas,
“PROPSEARCH"” nos proporcioné una coleccién de secuencias de la que pudimos
rescatar protefnas no vegetales con caracteristicas de LEAs y cuya expresién
estd asociada a procesos de déficit hidrico. Se trata de la proteina CON10 y CON6
del hongo Neurospora crasay de la proteina GSIB de Bacilus subrillis (Tabla 2).
CON10 {Roberts et al., 1988] y CONG6 [White y Yanofski, 1993] se inducen en
la etapa tardia del desarrollo de las macroconidias o esporas de N. crasa. Al
igual que las semillas de las plantas, las esporas son cuerpos de resistencia que
maduran a través de un proceso de desecaciéon. La proteina GSIB se induce en
Bacilus subtillis en respuesta a estrés osmdtico, oxidativo y caldrico [Vdlker et
al., 1994]. Como observacién adicional, encontramos algunos grupos de
proteinas que reiteradamente aparecian relacionadas con diferentes
representantes de las familias LEA de plantas:

- Algunos tipos de proteinas de unién a ADN (proteinas “homeobox™ y

proteinas del grupo de alta movilidad).
- Proteinas de unién a ARN, muchas de las cuales son componentes de
ribonucleoparticulas.

2. Diseiio _de un_programa para el rastreo de las proteinas de_interés

Dado que “PROPSEARCH" resulté ser poco apropiado para el rastreo de
proteinas LEA-like, decidimos disefiar, un programa de rastro de bancos de
proteinas usando criterios mds especificos. Nos basamos en las propiedades
estructurales bdsicas mds comunes que unifican a las diversas familias de
proteinas LEA hidrofilicas: un grado elevado y continuo de hidrofilicidad y un
alto contenido de glicinas. El programa escoge las proteinas tras asignarles un
valor de puntuacién basado en los siguientes pardametros:

- darea hidrofilica del patréon hidropdtico (fil)

- 4area hidrofébica del patrén hidropdtico (fob)

- Ndmero de residuos de los dominios hidrofilicos (sumfil)

- Ndmero de residuos de los dominios hidrofébicos (sumfob)

- Nuimero de dominios hidrofilicos (hitfil)

- Ndmero de dominios hidrofébicos (hitfob) ¢
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- Nudmero total de residuos (long)

- Nidmero de glicinas (aa{G})
El programa calcula la puntuacion de cada proteina al multiplicar por 10,000 el
producto de la siguiente operacién:

fil/long x sumfil/long x (10 x aa{Gl}/long) - (15 x fob/fil x hitfob)

donde:
- (fil/long) es la hidrofilicidad promedio
- (sumfil/long) es la proporcién de regiones hidrofilicas en la proteina
- (10 x aa{G}/long) es el parametro que puntiia el contenido de glicinas
- (15 x fob/fil x hitfob) es un castigo por el contenido en regiones
hidrofébicas

A continuacién rastreamos algunos bancos de proteinas usando este
programa. Un criterio que evidencié la confiabilidad de este programa es que al
rastrear. los bancos de proteinas totales, reconocié a los diversos grupo de
proteinas LEA  hidrofilicas con buenos indices de puntuacién (datos no
mostrados). Sin embargo en estos bancos de proteinas encontramos mucho
ruido de proteinas incompletas y de proteinas de organismos complejos en los
que seria dificil un andlisis posterior de la inducibilidad de los genes.

3. Biuisqueda de proteipas tipo LEA _en los genomas de £, coli v

reyw

Para evitar los problemas antes mencionados y para validar
cuantitativamente nuestra hipStesis de que las proteinas tipo LEA presentes en
otros organismos estidn relacionadas con el proceso de adaptacién al estrés
osmdtico, decidimos rastrear genomas completamente secuenciados con el
programa que disefiamos y determinar experimentalmente el porcentaje de
aquellos genes elegidos en cada genoma que responde a un tratamiento de
choque osmético. Para ello se escogié a E. coli ya S. cerevisiae porque, ademis,
son modelos de experimentacién donde es sencillo la cuantificacién de la
expresién genética. Las proteinas (genes) 'que presentaron una miéixima
puntuacién segin los criterios del programa se enumeran y describen en la
Tabla 1. De la lista obtenida a partir del genoma de levadura, ademds de
escoger los genmes con mayor puntuacién y gue mejor representan las
propiedades estructurales de nuestro interés, escogimos algunos genes mas que
comenzaban a alejarse del criterio de consenso por presentar contenidos més
reducidos de glicina. Observamos que varios:de los genes escogidos en el
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genoma de la levadura han sido descritos ya como de respuesta a estrés
osmoético. En el caso de E. coli, ninguno ha sido descrito como implicado en la
respuesta de dicho organismo al estrés osmético.

4. Ensayo_de la respuesta a estrés osmético de los genes encontrados

Para abordar este objetivo decidimos determinar si los genes
" presentes en la Tabla 1, y cuya regulabilidad por deshidratacién no ha sido
descrita, acumulan su transcrito en respuesta a un tratamiento de choque
osmdtico. Para ello ‘hicimos ensayos tipo northern a partir de ARN 1total de
cultivos de E. coliy S. cerevisiae sometidos a choque osmético con sorbitol 0.5M.
Los genes fueron amplificados por PCR usando oligos especificos de cada gen, lo
que nos permitié ademis sintetizar las sondas radiactivas para los ensayos de
hibridacién. Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 2,
donde se observa que todos los genes de E. coliy S. cerevisiae que codifican
para las proteinas que mejor conservan las propiedades estructurales definidas,
se inducen en respuesta al tratamiento osmético. En el caso de la proteina de
levadura GRE1, el gen correspondiente habia sido clonado independientemente
en nuestro laboratorio por A. Garay usando la técnica de “‘differeéntial display™ a
partir de ARN total de levaduras sometidas a chogue osmdtico respecto a ARN
total de levaduras control. El siguiente gen de la lista de levadura, que codifica
para la proteina STF2, también presenta wuna clara induccién por estrés
osmotico. Se trata de una probable estabilizadora de la interaccién entre
proteinas del complejo ATPasa mitocondrial de levadura [Yoshida et al., 1990).
De los tres genes que siguen en la lista de levadura, sipl8, de funcién
desconocida y /ispl2, un gen que responde a chogue térmico y a lipidos, han
sido reportados ya como genes que responden a estrés osmético. El ensayo con
el gen R7EB (casi idéntico a R7EA) ain no se ha efectuado. Los genes que siguen
en la lista de levadura comienzan a distanciarse de los criterios estructurales
deseados ya que poseen menos del 10% de contenido en glicinas. El gen
correspondiente al ORF18.3 no presenté induccién por choque osmético,
mientras que el transcrito del hipotético ORF21 no fue detectado en el ensayo y
los dos iltimos genes, aqéllos que codifican para el ORF14.2 y YDR1 presentron
una débil inducibilidad por estrés osmédtico.
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Tabla 1; Relacién de proteinas tipo LEAs oblenidas del genoma de S. cerevisige y de E. coli

; )
GEN'PROTEINA (@) TAMANO higot INDUCIBILIDAD FUNCION
("deacceso)  PUNTUACION (nf de aa) igroten. % Gly  CONOCIDA CONOCIDA REFERENCIA
GRE1 22,607 160 62 137 Estrés osmolico - Garay el al, enprepa-
(S65242) racion
STF2 19230 8 139 120 - Estabilizadorde  Yoshida et al, 1990
(STF2_YEAST) _ ATPasa
SIP18 16699 80 38 12.6 Estés osmdtico - Mirales y Serrano, 1
@ (S8 VEAST) '
X RIEAy RTEB 13,016 88 12 102 - homdlogas apioteinas . —
0 (RTEBYEAST) fibosomales
E HSP12 11,653 "o 4 11.8 Estrés osmdtico y - Murakami el al, 1995
G (HSi2 YEASD {érmico '
O ORF18.3 KD 10391 181 g g2 - - _
. (YEMO_YEAST)
0 oRF 21 kD 10377 187 s g0 - _ _
{YNBD_YEAST)
ORF 42 KD 8702 124 566 65 - - -
(VB44_YEAST)
YDA1 7604 176 43 62 - - -
(S57987)
ORF 82 KD as007 78 237 239 - - ~
l (YCIG_ECOLY
.. PATL 15,112 34 3 88 Altman et a, 1981
E {PATL_ECOL) Rossi et al, 1981
+ ORF 8.3 KD 14,222 70 50.5 10 -
1] (VJBJ_ECOLY) Blatiner el al., 1993
RMF 12,07 56 266 9.1 Faseesiacionaria Faclor modulador de! -
l o £ o Yamagishi et a, 1993
L IR I ] | et g tT-® 2~ 1T'¢ ¥t Tt 1Y) et Ty 1)
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Fig.1: Cinética de expresién de genes tipo LEA de £E.coli (A)y S. cerevisiae (B)
después de aplicar un tratamiento de choque osmético de 0.5 M de sorbitol en el

medio de crecimiento.

De los ensayos tipo northern efectuados con los genes de E. coli, cuyas
deducidas de aminodcidos conservan perfectamente el consenso
estructural de las proteinas tipo LEA, comprobamos que tres de los cuatro
genes seleccionados responden a estrés osmético. El cuarto, que codifica para
una proteina ribosomal que se induce en fase estacionaria no ha sido ensayado
atin. Los genes que indicamos como orf8.2 y orf8.3 corresponden a genes
desconocidos y catalogados como ‘posibles ORFs’ en el banco de genes del
genoma de E. col/i. Como hemos comprobado que efectivamente son genes y que
responden a estrés osmdtico, las llamamos Osm8.2 y Osm8.3. El tercer gen que
hemos comprobado que responde a estrés osmético codifia para una protefna
conocida como pr:/, nombre que procede de *“protamine-like” por ser homdloga
a proteinas bdsicas llamadas protaminas. Se cree que las protaminas se unen al
ADN cuando esta en estado inactivo [Altrmman et al., 1981]}.

secuencias

Para comparar las caracteristicas estructurales de las proteinas tipo
cerevisiae con la de las LEAs de plantas y con el resto de las

LEA de E. coli y S.
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- grupos de proteinas mencionados (Fig.

totales de un organismo modelo, como E. coli y S. cerevisiae,
grado de hidrofilicidad frente al contenido en glicina de los
2). Comprobamos que las proteinas LEA
de plantas y las proteinas tipo LEA de E. coli y §. cerevisiae que se inducen en
condiciones de déficit hidrico forman un grupo claramente distinguible de las
proteinas totales de E. coliy S. cerevisiae. Las proteinas LEAs agrupadas junto
con el grueso de las proteinas totales pertenecen a los grupos de LEAs atipicas
que ya describimos en el capitulol introductorio. Las proteinas obtenidas en las
bisquedas contra los bancos generales de proteinas junto con las biisquedas de
los genomas de £. coli y §S. cerevisiae muestran proteinas tipo LEA que se
inducen en condiciones de déficit hidrico en dos reinos diferentes al de plantas:
hongos y bacterias (Tabla 2). Dado que la existencia de proteinas muy
hidrofilicas que responden a estrés osmético en organismos diferentes a las
plantas ha quedado demostrado, y dado que existen proteinas de embriogénesis
tardia de plantas (LEA) que no son hidrofilicas (ver Fig.2), creemos necesario
buscar un término que agrupe al conjunto de proteinas hidrofilicas que
participan en la adaptacién de diversos organismos a la falta de agua. En
adelante nos vamos a referir a ellas como hidrofilinas. En la Tabla 2 presento
el conjunto de datos de todas las hidrofilinas que hemos encontrado o
caracterizado fuera del reino vegetal, junto con los representantes de las
familias de LEAs de plantas.

proteinas
graficamos el
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Fig.2: Caracteristicas cstructurals de las proteinas tipo LEA de E. coli y levadura
comparada con la de las LEAs dec plantas y con las protefnas totales dec E. coli y levadura.
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Tabla 2: Relacién

de hidrofilinas

PROTEINA

de fase estacionaroa

S —
. DEFICIT HOMO
PERFIL HIDROPATICO % GLY HIDRICO LOGIA
LEA D-19 18.0 + + + LEASs
{Grupo-t) Grupo-i
LEA D-113 18.2 + 4+ LEAS
(Gupo-1V) Grupo-IVvV
LEA D-7 - 8.1 + 4+ o+ LEAS
(Grupo-ill) Grupo-it
DEA D-11 (Grupo i) - 13.0 + 4+ + LEAS
DEHIDRINAS Grupo-i
LEA-18 '“,'W“'"‘ 12.8 + + +
CON6E N.crasa 9.7 + + +
Conidiacion
CONX N. crasa TI“]F'"U""“]I"“I]"W‘T 19.5 + + + |cGsBBS
Conidiacion OSMB.2E.¢
LEAs grupo-|
GRE1 S. cerevisiae W“'W 13.7 + + +
STF2 S. cerevisiae
Estaviizadior Avraal [TV WYY ez | o4+
Si1P18 S. cerevisiae W 12.6 + + +
R7E-B S. cerevisiae Familia L37E
Ve | TP 0.2 ? de proteinas
ribosomales
HSP12 S. cerevisiae W’W’ﬂ“ﬂ"ﬂ""[’]‘ 12 + + +  |LEA-76
GSIB B. subtillis 14.7 + + + LEAs grupo-I|
d CONX N.c
. OSMB82E.c
OSM 8.2 E. coli w 23 + + + GSiB B.s.
PRTLE. coli —mm“"r =] + + Protaminas
OSM B.3E. coli "“]‘m""““']" 10 + + +
RMFE. coli 9.1 ?
Proteina ribosomai




S. is de sibles ivos conservados entre las hidrofilin

A pesar de que no se han descrito dominios conservados entre las
LEAs de plantas y otras proteinas dentro y fuera de dicho reino, decidimos
buscar motivos en comtin entre las diversas hidrofilinas partiendo de sus
secuencias de aminodcidos. A partir de la secuencia de aminoacidos de cada
hidrofilina hicimos rastreo de regiones de homologia con el programa “BLASTP”
usando el paquete de programas GCG ([Devereux, 1984]. Encontramos que existe
una elevada homologia (47% de identidad y 58% de similaridad a lo largo de la
mayor parte de ambas proteinas) entre una proteina LEA de planta del grupol
y la hidrofiliba GSIB de B. subrillis (Fig. 3A). Estas proteinas estdn constituidas
por sendos dominios muy conservados que se repiten varias veces en cada
proteina. Como se puede ver en la Figura 4, el dominio de la proteina LEA y el
de la proteina de B. subrillis presentan un alto grado de homologia. A su vez, las
hidrofilinas CONI10 de N. crassa y Osm8.2 de E. coli presentan un grado
significativo de homologia (47% de identidad en dos fragmentos que
representan casi toda la proteina Osm8.2) (Fig. 3B). Estas proteinas también
contienen elementos reiterados en su secuencia.
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GSIB 10 EAGRKGGETTSKNHDKEFYQEIGQKGGEATSKNHDKEFYQEIGEKGGEATSKNHDKEFYQ 69
E KGG+T =+ E YQEIG KGGEA + E YQE+G KGGEA + E YQ
LEA 1:39 EGRSKGGQTRKEQLGHEGYQEIGHKGGEARKEQLGHEGYQEMGHKGGEARKEQLGHEGYQ 28
GSIB 70 EIGEKGGEATSENHDKEFYQEIGRKGGEATSKNHDKEFYQEIG 112
E+G KGGEA E E Y+E+GRKGG +T + E +E G
LEA 1:99 EMGHKGGEARKEQLGHEGYKEMGRKGGLSTMEKSGGERAEEEG 141
Osm8.2: 14 DREKASDAGRKGGQHSGGNFKNDPQRASEAGKKGGQQSGG 53
D EK + KGG+ S G+F«+ ++A EAG+KGG+ SGG
ConlO: 40 DPEKQREIASKGGKASSGSFEPGSEKAREAGRKGGKASGG 79
Osm8.2: 5 RGGSGNFAEDREKASDAGRKGGQHSGGNFKNDPQ 38
+ SG+F EKA +AGRKGG+ SGG +D +
ConlO: 53 KASSGSFEPGSEKAREAGRKGGKASGGTGADDDE 86
Osm8.2: 3 EHRGGSGNFAEDREKASDAGRKGGQHSGGNFKNDPQRASEAGKKGGQQOSGGN 54
++ G N -+ +A -+ HESGG DP++ E KGG+ S G+
ConlO 7 DNPGNFANRPKEEVQAIASKGGQASHSGGFASMDPEKQREIASKGGKASSGS 58
C GSIB: 32 GOKGGEATSKNHDKEFYQEIGEKGGEATS 60
GQ + DE +EI KGG+A+S
CON10:28 GQASHSGGFASMDPEKQREIASKGGKASS 56
GSIB: 64 DKEFYQEIGEKGGEATS 80
D E <+EI KGG+A+S
CON10:40 DPEKQREIASKGGKASS 56
GSIB 22 NHDKEFYQEIGQKGGEAT 39 . . .
N KE QI KGG+A+ B .
CON10 14, NRPKEEVQAIASKGGQAS 31
D GSIB: 4 NFEMSREEAGRKGGETTSKN 22
N+ +AGRKGG+ + N
Osm8.2:14 NREKASDAGRKGGQHSGGN 32
GSIB: 83 HDKEFYQEIGRKGGEATSKN 102
+D + E G+KGG+ + N
Osm8.2 NDPQRASEAGKKGGQQRSGGN 54
GSIB 23 HDKEFYQEIGQRGGEATSKN 42
+D + E G+KGG+ =+ N
Osm8 .2 NDPORASEAGKKGGQQSGGN 54

Fig.3: Regiones de

homologia cntre la sccucncia dc aminodcidos de diferenies hidrofilinas
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En todos los elementos reiterados de todas estas hidrofilinas existe un motivo
comiin consistente en el tripéptido KGG (Fig. 4). Esto hace que, a su vez, GSIB
presente también un grado de homologia con Osm8.2 y con CONI1O (Fig3C y 3D).
Por ahora desconocemos si la presencia del tripéptido en este grupo de
hidrofilinas es significativa.

REPETI
PROTEINA DOMINIO CIONES

LEAEM1 (P) BEGVQEITGIHIKGGEAIRKEQLGH (x5)
GsiB Bac) HFV Q EIGAKGG EA|TEKINNHDK (x5)
CON10 (Hon.) [EEKQRIEIA S KG g 3] (x2)
Osm8.2 (Bac.) EAGKKGGQ SGGN (x 2)

Fig.4: Consenso dc la secucncia de aminoicidos de dominios reiterados dentro de las
hidrofilinas. Pl.. planas; Bac.. bacterias;i Hon., hongos.

Dos de estas proteinas, la LEA de plantas y CONI10 de N. crassa, se
acumulan en cuerpos de resistencia que sobreviven a grados extremos de
desecacién, y las otras dos se acumulan en microorganismos que requieren
aclimatarse a la falta de agua. Es probable que estas hidrofilinas participen en
mecanismos comunes de proteccién frente al estrés osmético.
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111. DISCUSION: LAS PROTEINAS HIDROFILICAS EN LA NATURALEZA

mencionado que las caracteristicas estructurales de las
proteinas LEA de plantas y, por tanto, de las hidrofilinas. les confiere mas
capacidad para interaccionar con el agua_que a la generalidad de las proteinas.
Por ejemplo, se han determinado las propiedades hidrodindmicas de una LEA
del grupo I de plantas, la Em de maiz, confirmdndose que un 70% de la proteina
es de estructura aleatoria y, por lo tanto, es altamente hidratable [McCubbin y
Kay. 1985]. Se cree que esta propiedad fisica debe estar relacionada con su
funcién, en tanto que faciliten la retencién de agua en células que sufren estrés
osmético, e impidan la deshidratacién completa de las semillas, esporas u otros
cuerpos de resistencia. Podrian ademias evitar la cristalizacién de componentes
celulares en condiciones de deshidratacién severa [Ingram y Bartels, 1996]. Por
ejemplo las LEAs del grupo 1 y 4 podrian estar implicadas en la solvatacién de
estructuras citosOlicas a través de. sus amplios dominios de estructura abierta
[Baker et al., 1988]. Estableciendo un paralelismo con los azicares solubles, las
regiones abiertas de las LEAs exponen numerosos grupos hidroxilados, de gran
capacidad de solvataciéon. Estas regiones de estructura aleatoria les podria
permitir “amoldarse” a la superficie de estructura celulares, sustituyendo al
agua en sus interacciones a través de puentes de hidrégeno., de forma
equivalente al mecanismo que se le ha adjudicado a 1los disacdridos como
estabilizadores en condiciones de desecacién extrema (ver introduccién de este
capitulo). Las hidrofilinas podrian también estabilizar un sistema a través del
mecanismo de exclusién molecular que se le ha adjudicado a los osmolitos
compatibles.

Ya hemos

También se ha propuesto que algunos tipos de proteinas LEA pudieran
ser atrapadores de iones. Durante el estrés osmdtico, la salida de agua de las
células aumenta la concentracién de los iones intracelulares, lo que los
convierte en téxicos. En el caso de las LEAs del grupo 4, se ha encontrado que
una regién importante de la a-hélice gigante posee una distribucidén
preferencial de cargas (+) y (-) hacia lados opuestos de la hélice, lo que podria
generar campos eléctricos que atraparfan iones [Imai et al., 1996]). Las LEAs del
grupo 3 poseen residuos en sus a-hélices anfifilicas (gIn3, glu7, lys8 y glull)
que, de estar formando puentes salinos con otra hélice anfipdtica, podrian pasar
a formar puentes salinos con iones del medio cuando dichos iones rebasen una
concentracién critica durante la deshidratacién [Dure 1II, 1993].

Walters et al., (1997) encuentran que en semillas de trigo las,
proteinas que permanecen solubles tras el hervor (principalmente LEAs)

poseen azicares fuertemente unidos y que dichos complejos tienen propiedades
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de hidratacion especiales. Ellos proponen que estas proteinas sirven como
amortiguadores de la hidratacién.

A través de 1los mecanismos moleculares mencionados u otros
desconocidos, las hidrofilinas operan probablemente como chaperonas
moleculares que estabilizan preferencialmente a las proteinas u otras
biomoléculas en condiciones de baja disponibilidad de agua. La presencia
comprobada de las proteinas LEA y de PvLEA-18 en numerosos, si no todos, los
tipos celulares del embrién y en muchos tipos celulares de tejidos vegetativos
estresados, ademds de su acumulacién en diversos compartimentos celulares,
confirman que su funcién se ejerce de forma muy generalizada, lo que apoya la
idea de una funcién de proteccién general. Asi, el hecho de que una de nuestras
hidrofilinas, PRTL (protamine-like) sea muy parecida a proteinas que
probablemente protegen al ADN [Altman et al., 1981], otra de ellas, STF2, sea
una proteina que estabiliza la interacciéon de otras dos proteinas [Yoshida et al..
1990], y ambas operen en condiciones de estrés, nos hace pensar que este tipo
de moléculas, probablemente a través de mecanismos moleculares similares,
son capaces de proteger o estabilizar moléculas de naturaleza muy variada.
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

A lo largo de todo este trabajo hemos descrito la caracterizaciéon de un
grupo de genes de P. vulgaris que responden a déficit hidrico. De ellos, tres
genes codifican para proteinas que son secretadas a la pared celular: dos
protefinas ricas en prolina (PvPRP-12 y PvPRP2-37) y wuna transferasa de

Aipidos (PvLTP-24), cuyas funciones precisas en la adaptacién de los tejidos

vegetales a la deshidratacién no han sido aidn establecidas. Sin embargo, los
conocimientos acumulados sobre la naturaleza de dichas proteinas y su
comportamiento durante el desarrollo de las plantas o su respuesta a factores
medioambientales nos ha permitido sugerir que participan en modificaciones
del la pared celular encaminadas a aumentar su resistencia mecdanica, su
resistencia frente a la penetracién de patégenos y su resistencia frente a la
pérdida de agua. En el caso de las PRPs, su papel adaptativo frente al déficit
hidrico estd mucho menos explorado que el de las LTPs, por lo que en el
laboratorio se ha continvado su caracterizacién .en colaboracién con la Dra
Gladys Casaab, con quien se estd analizando las variaciones en cantidad y en
solubilidad de las PRPs durante el estrés. Otro foco de interés tradicional en el
laboratorio que ha redirigido nuestra atencién a las PRPs es su posible
participacién en el proceso de transduccién de informacién celular a través de
los mecanismos de anexién entre la pared celular y la membrana plasmatica.
Recientemente se ha encontrado que una proteina de pared celular de P.
vulgaris caracterizada en el laboratorio, que se acumula en respuesta a déficit
hidrico y que promueve procesos de adhesiéon celular in vitro, cruza
antigénicamente con un anticuerpo que reconoce a la familia PRP2 de plantas, y
cuyo representante en frijol es el producto del gen PvPRP2-37. )

Los otros genes, cuya expresiéon ha sido descrita en esta tesis, codifican
para proteinas que han sido implicadas en la estabilizacién de proteinas y
estructuras celulares durante el estrés. Se truta de la proteina de choque
térmico de bajo peso molecular (PvHSP17-19) y de las protefnas de
embriogénesis tardia (PVvLEAIV-25 y PvLEA-18). Tampoco en estos casos se
conoce el modo de accion de las proteinas o las funciones que realizan para
aumentar la tolerancia de la célula vegetal a la deshidratacién. Para el caso de
las Imw-HSPs, la evidencia obtenida in-vitro e in-vivo sugieren que esta familia
de proteinas funciona en las células eucariotas como surfactantes y
estabilizadores de proteinas y que esta podria ser al menos una de sus
funciones -adaptativas en condiciones de baja disponibilidad de agua. La mayor
parte de nuestro interés se ha enfocado: en’uno de los grupos de proteinas de
plantas que quizds ha sido mds citado./en;la’ bibliografia, pero que, al mismo
tiempo sigue siendo el gran descono‘cido"'de"'lzi"'respuesta a estrés osmdtico en ==
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plantas: las proteinas LEA. Aparte de un miembro de una familia conocida de
LEAs, hemos descrito la expresiéon de de un gen que hemos podido clasificar
como componente de una nueva familia de genes /eca de plantas: Pviea-18.
Ademds de describir su respuesta al déficit hidrico, hemos encontrado que
juega un papel en tejidos vegetales de pldntulas no sometidas a estrés
medioambiental. La presencia en estos tejidos esta relacionada con una alta
acumulacién de osmolitos, ya sea por su involucramiento ‘en procesos de
expansidon celular o en procesos metabdlicos. La proteina se asegura su
presencia en dichos tejidos a través de la activaciéon del gen en la regién de
elongacién del hipocotilo y a través de un mecanismo de regulacién
postranscripcional que probablemente determina un incremento de su
estabilidad. Pensamos que esto estd relacionado con una interaccién estable de
PvLEA-18 con carbohidratos solubles, segtin se deriva de resultados recientes
obtenidos en el laboratorio. Estamos interesados en completar esta
caracterizacién y en probar las propiedades protectoras in-vitro de PvLEA-18
sobre la estabilidad de enzimas en ambientes de baja disponibilidad de agua.

Finalmente hemos podido establecer que la acumulacidén de proteinas
muy hidrofilicas ricas en glicinas en procesos de aclimatacién al estrés osmdtico
es un mecanismo adaptativo que ocurre en una diversidad de organismos muy
distanciados filogenéticamente, y a 1las proteinas que cumplen estas
propiedades las hemos llamado hidrofilinas. Por ahora desconocemos la funcidn
de este tipo de proteinas, aunque pensamos que cumplen funciones variadas
relacionadas con la estabilizacién de proteinas y estructuras celulares asi como
con la proteccién de acidos nucleicos. La identificacién de este tipo de proteinas
fuera de las plantas abre un campo de investigacién con muchos abordajes,
aunque nuestro principal interés se centra en demostrar que juegan un papel
adaptativo en ambientes con baja disponibilidad de agua y en aproximarnos a

sus funciones de manera maids precisa.
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